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薬剤耐性プラ ス ミ ドRts且 に
関する遺伝生化学的研究
序論
プ ラ ス ミ ド(pla s mid)は お もに 原核 細 胞 (pr oka ryote)の 細胞 質中
ヽ
に 存在 す る 環状 二 重 錬 DN A であ る ｡ プ ラ ス ミ ドは原則 と し て 外来 性
で あ り ､ 必 ず し も必要 で は な い に もか か わ ら ず細 胞 の 性 質 に は大 き
く関 与 す る ｡ そ れ は プ ラ ス ミ ド上 に い く つ かの 遺伝 子を持 つ こ と に
よ る ｡ プ ラ ス ミ ド自身 の 複 製 ､ 不 和合 性 (inc o mpatibi li ty - - 1
細胞 中 に 遺伝 的 に 同 一 も しく は近 似 の 2 棟 の プ ラ ス ミ ドを共存 さ せ
よ う と し て も で き な い) に 関 与 す る 遺 伝子 の 他 ､ 制慢酵素 を作 る 遺
伝子( 例:制限酵 素Ec o丘Ⅰ産生 の pM Blな ど)､ 性を 支配す る 遺 伝子(例 .･
F 因子)､ バ ク テ リ オ シ ン(ba cte rio cin) 産生(例 : コ リ シ ン を産 生す
るCoIEl)､植 物 垢(c r o wn gall)形成 性( 例:植 物病原 菌Agγoba cteγiu m
tu れefa cie n s の 持 つ T ipla s mid)､ 輩化 性 ( 天然ま た は人 工 の 有機
化 合物 を同 化 あ る い は異 化 して 自 然 の 物質 循環系 に 組み 込む こ と)
( 例: カ ン フ ァ 袈 化性 のC且門､ nオ ク タ ン 袈化性 のOCT､ ナ イ ロ ン オ 7)
ゴ マ - 資化 性 の pOAD2等)､ 金 尾抵抗 性( 帆:銀 抵抗性 の pKKl､ 水銀抵 抗
性 の N投1)､ 毒素 産生 性 ( 例: 病原性 大 腸菌 の e nte r oto xin 産生 の
EN Tプ ラ ス ミ ド) あ る い は 薬剤 耐性 の 遺 伝 子が あり ､ そ れ ら の 性 質
を細 胞 に 与 え る ｡ こ の う ち 薬剤 耐性 を与 え る プ ラ ス . ミ ドを 宜プ ラ ス
ミ ド(drug 三eSista nc e pla s mi d)あ る い は R 因 子 (P fa cto r) と 呼
ぶ ｡ 官 因 子 の 代表 的 な 桝 と して は R6-5､ 官6K､ Rl､ NRl(PIOO) 等 が
あ り大 き な プ ラ ス ミ ドで は ､ い く つ か の 薬 剤 に 耐 性( 多剤耐 性)で あ
る こ と が 多 い ｡ 例 え ば ､ N控1 は テ ト ラ サ イ ク リ ン ､ タ ロ ラ ム フ ユ ニ
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コ ー ル ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､ サ ル フ ァ 剤 ､ 水･銀耐 性遺 伝 子を 持 っ
て い る ｡
削 sl ちま､ 1967年 に 寺脇 ら,に よ っ て 報 告 さ れ た R 因 子 の 1
･
つ で あ
る(1) ｡ こ の プ ラ ス ミ ド は最 初 ､ 尿路 感染 症 の 患者 か ら 分離 さ れ た
Prote 比S V 比tga risに 見 い だ さ れ た もの で ､ カ ナ マ イ シ ン 耐 性 の 遺 伝
子を コ ー ドし て い る 分子 蚤約 200Kb(120Mdal) と い う 巨大 プ ラ ス
ミ ドで あ る(2､ 3) ｡ ま た Etsl は R401等 の プ ラ ス ミ ドと 同 じ不 和
合性 グ ル ー プ(in c o mpatib ili ty) In cT に属 し(4)､ 通常 バ ク テ リ ア
申 に 1 - 2 コ ピ ー 存在 し ､ 複製 の 機構 は 宿 主 の 複 製 に 厳密 に 珊節 さ
れ て い る 塑 (stringe nt ty pe) で あ る ｡ 本 プ ラ ス ミ ド は F 因 子 の
よ う に 接 合で 伝達 す る 能力 を持 ち霊菌(Se γr at ia 抱a γC e S C e n S)､ 大 脇
菌 (Es che ric九ia'c oLi 以 下 E. c oLi と す る) な ど に 伝播 す る o
Rtsl は以 下の1) - 4)に 示 し た 温度 感受 性 表 現型 を 示 す ｡
1) 温度 依存性プ ラ ス ミ ド不安 定性[T d i(Te mpe r atu re depe nde nt
in stabil ity)] (ll)｡ 官tslを含 む 大 腸 菌 を103恨/ml位 の 蒋 釈
液 で 増殖さ せ る と ､ 32℃ で は比 較 的 プ ラ ス ミ ド は安 定 に 存 在
す る が ､ 42℃ で は か な り の 数 の プ ラ ス ミ ド脱 落が 起 こ る ｡
2) 温度 感受性 宿主 菌増殖 [Tsg(Te mperL atu re S e nsitiv e growth
of ba cte ria) ] (5, 6). fZtsl を含 む 大腸 菌 を42 ℃で 生 育 さ
せ る と ､ 32 ℃に 比 べ 著 しく 増殖 が 阻 害 さ れ る ｡
3) 温 度感受 性共 役閉 環状D N魚形成 [Ts c (Tempe r atu r e sen s卜
tiv e cov ale ntly closed cir c ula r(c c c)foT･m a
､
Lion)二 (7,8)｡
世tsl自 身の 複 製 は ､ 32 ℃で は共役 閉 環 状(c o v alentlユ = 二】ost･∋d
circula r) DN且を 形成 す る が ､ 42℃ で は ､ そ の よ う な 形 成 が
見 ら れ な い ｡
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4) 温 度感 受性 T4 フ ァ ー ジ 制限 [Ts T4 restriction (Te mpe r-
atu r e s e n si tiv eT4 r e strictio n) ] (9,10)｡ R tslを持 つ 大
腸 菌 にT4フ ァ ー ジ を感 熟さ せ る と32
●
c では そ の 感染を 阻止す
る こ と が で き る が ､ 42 ℃で は阻 止 す る こ と は で き な い ｡
自然 界 で 温度 感 受性 の 表 現型プ ラ ス ミ ドが単 離さ れ た の は ､ こ の
R tsl が世界初 で あ る ｡ 本 プ ラ ス ミ ド は 巨大 で あ る た め ､ 分子 生物 響
的 な研 究 は複製 ( 不和 合性領域を含 む) や カ ナ マ イ シ ン 耐 性領 域 の
一 部 を除 い て 現 在 ま で 殆 ん ど進ん で い な い ( 約20官b 申 で DN A塩
基配 列が 判 っ て い る 箇 所 は 3 Ⅹb 程 度 に 過 ぎ な い) ｡
本 研究 で は ､ f2tslが 持 つ い ろ い ろ な温 度感 受性 の 発現形 質 の う ち ､
お も に Tdi( 温度 依 存性プ ラ ス ミ ド不 安定 性) とTsg( 温 度感受 性 宿
主菌 の 増 殖) の 機 能を 解 明す る こ と を目 的 と し て 分子生 物学 的 な 換
討 を行 っ た ｡ そ の 結 果 ､ プ ラ ス ミ ドの 自 己保持 機能 ( 安 定性) を抑
制 す る 遺 伝子 の 存 在 を証 明 し ､ そ の 産物 を 同定 す る こ と が で き た ｡
ま たDNA塩 基配 列 決定法 に お け る 塩基 分析 に 関 す る新知 見を 得 ､ こ
の こ と は従 来見 い ださ れ て い な か っ た DN A塩基 配列申 の メ チ ル ア デ
ニ ン の 検 出 に 有 効 で あ る こ と を示 し た ｡
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第且章
他の ベ ク タ｢プラ ス ミ ドに対 し
温度依存性不安定性 (Tdi) を
与えるRtsI D N A断片の 同定
1 - 1 はじめ に
Rtslに は い ろ い ろ な温 度感受 性 の 表 現型 が あ る が ､ 巨大 な プ ラ ス
ミ ドで あ る(2)た め に ､ そ れ ら 表萌 型 のD N阜が 同 定 さ れ て い な い o こ
れ ま で の 研究で ､ こ のRtsI D河且をBa机tlIに よ り 切 断 し た と こ ろ16 断 片
と なり(Table i-1)､ 複製 領域 はD(25.7 Kb､ 15.9Mdal) 断片 に ､ カ ナ
マ イ シ ン 耐 性 は E (21.5Kb､ 13.3Mdal) 断 片に 存在 す る こ と ､ ま た ､
E 断片(9.1Eh､ 5.6Mdal)が温 度依 存 性 の 不 安 定性 に 関 与す る こ と が
示さ れ て い る(ll)｡
本章 で はこ の H 断片 に 由来 す る 温 度依 存 性 不安 定 性表 現型(Tem -
pe r atu r edepende nt instab i l i ty) 領 域を同 定 す る こ と を 目的
と した ｡
こ の 章 で 用 い た す ベ て の プ ラ ス ミ ド は Tableト2 に 示す ｡ 大 腸 菌
(E. c oLり は 20S O株 (45,72) を使 用し た (Tab le 4-1 参 照) ｡
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Table ト1
Bmdl fr agm ents ofRt畠1
a (206Kb;127.5* F)dal)
里工埋壁上垣蔓
Fr agments Eb (Mdal) Phen otype
A
B
C
D
E
F
G
Ⅲ
i
∫
E
L
”
N
0
P
38.8 (24.0)
32.0(19.8)
32.0 (19.8)
25.7(15.9り
21.5(13.3り
13.3(8.2)
ll.3(7.0*)
9.1(5.6り
6.6(4.1)
4.5(2.8)
3.7(2.3)
2.1(1.3*)
1.8 (1.1)
1.6 (1.0)
1.24(0.77)
0.89(0.55)
投eplic atio n
Emr
'
Tdi
In s
Mole c ula r siz e s a nd po s sible phe n oty pe s of e a ch
fr agm e nt a r e show n. The n fr agm e nt c o ntain s a
ge n e(s) fo rthe te mpe r atur edepende nt in stabilitv
(Tdi).
Fr agm e nt siz e ha s be e n r e vis ed fr o mpre vious
public atio n(ll). .
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Table 1-2
Pla s mids
Pla s mids Cha r a cter-or fr agm ents Refe r ence
O r S Otl r C e
RtsI Natu r ally o c c u r ring pla s midc a r rying. Em
r
pBR322
pBR328
pSCIO5
pFK896
pYH156
p!H65
p!耶4
a
pYH81
a
p¥H98a
pYH157a
pYH212
a
p¥H217
a
pNK2
pN耶
a
a. c oli
E. c o乙i
pla s nidc a r rying 且p
r
, Tc
r
pla s midc a r rying AP
T
,Tcr ar)d Cmr
E. c o乙i pla s midc a r rying Em
r
,Vc
r
The ”fr
Thelifr
a, b, d,
g, 也
a, b, c,
a, ち, d,
a, b
a, ち, g
a x 2,
The 冗 fr
a, ち, g
pNK28
a
g
pNK33(143)a a, g
pNK98a a
I
pNn OO
a
pN机08a
pNK111
a
pNEl16a
pNE124
a
pNE137
a
a
b
b
'
b,
b
'
I
a
g
g
g
gm e nt of 良
gment ofli
e, ど, g, 也
d X 2, e
e, g, 也
く 2, 血 ×
× 2, g,
gm e nt of 堤
a
a
×
b
a f
tsl a nd pBR32
tsl and pSCIO5
× 2, ど x 2,
2
也
tsl a nd pBR328
(鮎限HI site)
伊amHIsite)
g x 2
(1, 8)
(8, 12, 13)
E. Lede rbe rg,
(14)
E. Lede rbe rg,
(15)
Fig. 112, 1-5
Fig. 1-2
Fig. 1-6
Fig. ト6
Fig. 1-6
Fig. 1-6
Fig. ト6
Fig. 1-6
Fig. ト6
(加 地I site) Table 1-3
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. 1-7
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. ト7
Fig. ト7
a The plas midc o ntain s afr agm e nt(s)fro mthe H fragm e nt a nd pBR322(Ap
r)
With deletio n s.
- 6 -
1 - 2 ス ト1ー) ン ジ ュ ン トタイ ププラ ス ミ ド
pS CIO5に対する RtsI DNA H断片の影響
ト1 に 示 し た tl漸 片 が 果 して ス ト リ ン 亡r･
L
;
ェ ン トタ イ プ(stringe nt
ty pe - ･ プ ラ ス ミ ド の 複製 が 宿 主 の 後楽 に 厳密 に 調 節さ れ て い る 型)
プ ラ ス ミ ド 中 に も 作 用 し 温 度 依 存 性 不 安 定 性 を 起 こ す(Te mpe r-
atu r e- depe nde nt in stabil ity 以 下 Td iと す る)か どう か を検 討
し た ｡
実 験 方 法
1). 制限酵 素 に よ る D NA の切断 ､ tl断片 DN Aの 回 状及 び 精製 :
Rtsl ( 約2 FEg) を制 限酵 素Ba mHI(BRL､ 20 uni ts)で37
o
C で3 時
間 消 化さ せ た o 制 限酵 素反 応 の 条 件 はメ ー カ ー q)もの に 従 っ た ｡ 反
応 液(loop 1)の 1/10 v ol¶m eの10× BPB(0.25
o
i Br om o phe nol b ltl e､
90馳Iyc e r ol ＋ 10mM Tris - BCl(pH8.0))を混 合 し ､ 0. T/o 7 ガロ - ス
電 気 泳動 で 一 晩 ､ 定電 圧 40V で泳 動 し た ｡ 泳 動 は TBE buf fer(89mM
Tris ､ 89mM Bo ric a ci d､ 2.5mM ED TA･Na 2 十 0.5〃g/ml E tBr) 中で
行 っ た ｡ 分 子婁 マ ー カ ー は ÅHindII I[23.13(15.1), 9.41(6,2),
6.68(4.2), 4.36(2.7), 2.32(1.5), 2.03(1.3), 0.564(0.37),
0.1 25(0.08) Ⅸb(M dal) ]｡ E 断 片 DNAは波長302n m の U Vtr a ns -
illu minator 下 で バ ン ドを切りtBし ､ 電気的 に 再 び 洗出 し (16)､
E lutip d (Sch leiche r 良 Sch口e1 1) か N A45pap占r (DE且EMembr ane
pape r､ S & S) 及び エ タ ノ ー ル 沈毅 で 精 製 し た ｡
2
1
) ベ ク タ ー DNAの Ba 私tI王 によ る 切断 と精 製 :
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pSCIO5(0.51p g) と pBR322(0.5jL g)そ れ ぞ れ を 前 述 と 同様 な方 法
で Ba 肌円Ⅰ 消化 し精 製 し た ｡
3 )ラ イ ゲ - シ ョ ン (1igation)と 形質 転 換 (tr a n sfo r m aLio n) :
pBR322 と 托断片 ､ あ る い は pSCIO5と H 断片 の ラ イ ゲ - シ ョ ン
反応 と形 質転換 を行 っ た ｡ 具 体的方 法 は以 下 に 示 す ｡
制 限酵素 処理 に よ り 得 ら れ た DNA断 片 は最 終濃 度 10m門 MgClヱ ､
25mM NaC l､ 1mF) 且TP､ 10mM di thiothrL ei tol (DTT)､ 50mM Tr･is - 臼Cl
(pH7.5) 申で T4 D.NA liga s e(.Ne wEngla nd B ioiabs, 2 uni ts) 杏
加 え1igatio n 反応 す る . ベ ク タ ー と 挿入 す る D糾A 断片 は モ ル 比 に
し て 1:5 と し ､ 大体 100ng の DN Aを使 い 20iLl の容 姿 以 下 で15
℃16br s 行 っ た ｡ コ ン ビ テ ン ト セ ル の 謂 我 と 形 質転 換 は塩化 カ ル シ
ウ ム 法 (CaCIz) で 行 っ た(17)｡ 実 際 の 方 法 は次 に 示す ｡
H. c oLi 20SO の単 一 コ ロ ニ ー を 10ml の L broth(Try pLく,n e log,
?e a st Extr a ct 5g, NaCllOg を d dH20 に と か し ､ ほ ぼ 11 に す る ､
pHを 1N 柑aOH で 7.2 - 7.4 に し ､ 再 び d dRヱ0 を加 え il と し た後
オ ー トク レ ー ブ す る) に 接種 す る ｡ 37
.
C で振 と う 培 養を - - 一 晩 行う ヾ
前 日 に 培養 し た宿 主大腸 菌液 を 1ml とり 出 し ､ 1 0ml の l, - bf･Oもh
の 入 っ た500ml フ ラ ス コ に 接 種 す る ｡ 激 しく 振 とう し(- 15つrpm)37
℃ で 培 養 し - 5×107c ells/ml にな る ま で 行 う ｡ O D と 菌 密度 の 関 係
は次 に 示すよ う に re c＋ 菌株 ( 例え ば 20
.
SO､ RRl､ J MIOl な ど) で 揺
OD5 5 0- 0. 2 ( - 5 ×107c ells/ml) で あ りre c-菌 株 ( 例え ば T)削 ､ !iB
IOl､ CS R603 な ど) で は OD5 5 0- 0. 5( - 5 xJ I O7c e1 1s/nl) で 奉 る .i
こ の 時 間 は大 体始 め て か ら2 - 4時 間位 で あ る ｡ 各 形質 転換 に は 3mi
の 細胞 が 必要 で あ る ｡ 細胞 培養 液 を氷 申 で 約10分間 冷 や す ｡ 細 胞 液
を4,000g (7,000rpm) 5分間 4 ℃で 遠 心 す る ｡ 上 澄 み を捨 て ､ 最 初
- 8 -
の 半分 の 容 量 の 淑冷 の 滅 菌 した 50mM CaC12;1 0m門 Tris 一 日Cl(pH8.0)
で 再懸 濁さ せ る ｡ 細胞 懸 海液 を淡 路 に15分 間置く ｡ さ ら に 4,000g
で5 分 間 4℃ で 遠 心 す る ｡ 上 澄み を捨 て ､ 最初 の 清液 の 1/15の 凍
冷 の 滅 菌 し た 50mM CaC 12 ､ 10mM Tris 一 口Cl(pE8.0)で 再懸淘 させ る .
0.2ml ず つ あ ら か じ め冷 や して お い た 舶s s e r m a n ntube に 入 れ る ｡
得 ら れた コ ン ビ テ ン ト セ ル を 4
o
C で12- 20時間保 存す る o ラ イ ゲ -
シ ョ ン 緩衝 液 申か ､ ま た は TE中 の D N且を 加 え ､ 静 か に 混和 し淑坤
で30分 間置 く
'
｡ 4 0ng ま で の DN且 (100pl 以下 の 容馨 に 入 っ て い る
こ と) を各1 回に 形質 転換 の 反応 に 使 用 す る ｡ DN A 豊や 容姿 を増加
す る と 形質 転換 効率 は低 下 す る ｡ 42 ℃で あ ら か じめ 暖 め て お い た水
浴 に 2分間 浸 す ( 振と う し な い) o 直 ち に 各 tube に1 m l の L -
br otb を添 加 し ､37 ℃ 30分間(テ ト ラ サ イ ク リ ン 選択)ま た は 1 時間
(ア ン ピ シ 7) ン ま た は カ ナ マ イ シ ン 選択) 振とうせ ず に 置 く o こ の 場
合 pB艮322(Ba mBI)＋ 甘断 片 の 方 は ア ン ビ シ 7) ン(100p g/ml)､ pSCIO5
(8atnHI)＋ 8 断 片 の 方 は カ ナ マ イ シ ン(50iLg/ml) を含 む 選択寒 天噂
地 (Ma cCo nkey Aga rBa s e十 1%glucos e､ Difc o)に そ れ ぞ れ 0.1ml
の 反 応液 をま き32℃ で 一 晩 放置 す る (温 定感 受性 の プ ラ ス ミ ド使用
の∴た め) ｡ な お ､ こ の 方法 で は イ ン タ ク ト な pB投322を使用 し た 場
合約 107 c e
【
11s/ p g の ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン トが 得 られ ､ ラ イ ゲ -
シ 甘 ン 後 の 効 率 は こ れ の 1/100- 1/1000ほ ど に な る ｡
4) 得られ た ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト の ス ク リ ー ニ ン グ :
本方法 は B ir nboim と Doly の 方 法 をも と に し た(18)｡ 単 一 コ ロ
ニ ー を 5ml の Try ptic a s eSoy Br oth(TSB, BBl}社)I(pB悶22＋ 日 新
片 は ア ン ピ シ 7) ン 100iLg/ml､ ま た pSCIO5 十 H 断片 は カ ナ マ イ シ
ン ･ 50〃 g/ml 含 有) に 接 種す る ｡ 37
o
C ( 温 度感受 性の プ ラ ス ミ ドの
- 9 -
場合 32℃)で 一 晩振 と う 培養 す る ｡ 1.5ml の
_
バ ク テ T) ア 含 有液 を エ
ッ ベ ン ド ル ア チ ュ ー ブ に 入 れ る ｡ エ ッ ベ ン ド ル フ 用 小 型遠 心 器 (以
下 マ イ ク 由 フ エ ー ジ ャ - と す る) で 1 分 間 15,000(固定) rpm ､ 4
℃ で 遠心 す る ｡ 液 体培 地 を取り 去 る o l OOplの 50mM gll uCO S e､10m門
E DTA､ 25mM Tris 一 世Cl(p打8｡0)､5mg/ml lys o zyme(用 噂鋼 製) 含 有の 氷
冷蒋 液で 再懸 港す る ｡ 室温 で 5 分間放 置 する . こ の 時 ､ チ エ - ブ の
フ タ は開 けて お く ｡ 20iLl の 新 しく 鋼 製 し た 水 冷 0.2 N NaOl ト1完
Soditl m Dode cyl Sulfateの 溶 液を 加え る ｡ チ ュ ー ブ の 上 の ブ タ を し
て 逆さ に し ､ 5 国手 で 混 和 す る (ボ ル テ ッ ク ス は 使用 し な い) ｡ チ
ュ
ー ブを氷 上で5分間 放置 す る ｡ 1 50jLl の永 冷 5M 酢酸 カ リ ウ ム 熔
液 を入れ る ｡ チ ュ ー ブ の フ タ を し て 逆 ささ
.
= し 静 か に10秒 間 ポ ル テ ッ
ク
■
ス す る ｡ 5 分間 氷上 で 放置 す る ｡ 4 ℃で 5 分 間 マ イ ク ロ フ 3_ - ジ
ャ
ー で 遠心 す る ｡ 上澄 み を新 し い エ ッ ベ ン ド ル フ チ 沈 - プ に あ け か
え る ｡ 400〟1 の フ ェ ノ ー ル(TE buffe r で 飽和 し 0.1% 8- ヒ ド ロ キ
シ ヰノ 7) ン を 含む)と 400jLl の クロ ロ ホ ル ム - イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー
ル (24:1) を加え る ｡ ボ ル テ ッ ク ス に より 混 和 す る ｡ 室温 で 2 分 間連
心 し た後 上 層( 水層) を新し い エ ッ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 す . 400
〃l の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え る ｡ ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混和 す る ｡ 室温
で 2分間遠 心 し た 後上 層を 新 し い エ ッ ベ ン ド)L, フ チ ふ - ブ に 移 す ｡
2倍容 量 の エ タ ノ ー ル を加 え - 70 ℃で30分 間保 存 す る ｡ 4 ℃ で マ イ
ク ロ フ エ ー ジ ャ - を用 い15分間遠 心 す る ｡ 上澄 み を捨 て 1ml の 80oL
エ タ ノ ー ル を加 え る ｡ 軽く ボ ル テ ッ ク ス す る . 再 び マ イ ク ロ フ エ ー
ジ ャ - で 8分 間遠 心 す る ｡ 上 浦 を捨 て 回 転 式凍 結 乾燥 器 (Sa v a nt社
製 Spe ed Va c c on c e ntr ato r) で 乾 燥 さ せ る ( 大 体15 分 間以 内)｡
50iLl の TE(10mM Tris(p打8.0)､ 1mM ED TA､ 20p g/mlの D Na s eフ T)
- 1 0 -
- の 聯臓 定Na se A)を加 え る ｡ こ の う ち通常 10pl 以 内を と っ て 制
限酵 素等 の 反応 を し た 後 あ る い は そ の ま ま ア ガ ロ - ス 電 気泳 動 に よ
り 移 動度 を検 討 す る ｡ pB世322に H 断 片を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 得
ら れ た ク ロ ー ン を pFK896､ ま た pSCIO5 Ba れHI siteに 円 断片 を 挿
入 し た も の を pYtI152､ p!H156 と名 付 け た ｡ ま た ､ 次 に 示す 方法 で
新 た に プ ラ ス ミ ド DNAを 分離 し た ｡
5) プ ラ ス ミ ド DNA の分離 方 法 :
主 に C le a r ed lys ate 法 と CsCl 法 に よ り 分離 し た ｡ ま ず ､ プ ラ
ス ミ ドを 持 つ 菌 を Ma cCo nkey Ba s eに1% グル コ ー ス と抗 生物質 ( 例
100〝g/ml ア ン ビ シ リ ン)を 添加 し た 寒天 培地 で 37℃( 温度感受 性 の
プ ラ ス ミ ドを持 つ 菌 の 場合 は 32℃)で 一 晩 培養 し 単 一 の コ ロ ニ ー を
得 る ｡ こ れを白 金 耳 で 抗 生 物質( 例; ア ン ピ シ リ ン 10 〃g/ml の強
皮) を含 む 10mlの T SB液 体培 地 に 接種(ino c ulate) す る ｡ こ れ を
激 しく 振 と う し な が ら 37℃( 温度 感受 性の プ ラ ス ミ ドを持 つ 菌 の 場
合 は 32 ℃) で 一 晩 増 車す る ｡ 次 の 日 ､ 一 晩培 養 し た 液を 0.1ml と
り 200ml の T SB 液体培 地 を含 む 11 の フ ラ ス コ 申 に 接種 し ､ 37 ℃
( 温度 感受 性プ ラ ス ミ ドを含 む 菌 の 場 合 32℃) で 激 しく 振 とう し ､
O Dム｡ 0 で 0.3 - 0.5 に な る ま で 培 養 し続 け る (大体2 - 6時 間)｡ 0.4
ml の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル(85mg/rnl ユ タ ノ ー †V) を添 加する ( 最
終破 産 170〟g/ml)｡ 更 に 激 しく 12- 16 時 間振 と う す る ｡ ク ロ ラ
ム フ ェ ニ コ ー ル に よ る a mplif icatio n は pS CIO5 な どの stringent
ty pe pla s mid に は 使用 し な い ｡ ま た pB官3
k
:8な ど の よ う に Cm,(ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性) を 持 つ も の は ス ベ タ チ ノ マ イ シ ン
(spe ctinomycin) ( 最 終濃 度300〟g/ml) を使用し た ｡
･ 菌 を 250ml の遠 心 管 に 入 れ ､ 7,000rpm で 10分間 4
o
C で遠 心 し
- l l -
上澄み を捨 て る ｡ 泉 冷 しrた 3mi の 25%Su crose溶 液 (25ro Sucrose
in 50mM Tris -fiCl(pti8.0))で ペ レ ッ ト を再 懸淘 す る ｡ 新 し く 鋼製 し
た T) ゾ チ ー ム (5 mg/ml in 250mM TrisfICl(pH8.0) 秋冷) 溶 液を 0.5
ml 加 え ､ 更 に 1ml の 250mM EDT A(pn8.0凍 冷) も加 え 静 か に 混 和
す る ｡ 0 ℃で 5分 ほ ど放 置す る ｡ 4ml の Trito n X- 100 混 合液 (0.2
o
/a
Triton A- 100､ 62.5 mM EDTA(pH8.0)､ 50rn Trisr-tlCl(p日8.0)) を加
え る ｡ 溶 液 は オ パ ー ル 状 に な り粘 着性 と な る (も し な ら な い と き は
37 ℃で 1 - 2 分間 暖 め る) ｡ ラ イ セ ー ト 壮 50ml の 遠 心 管 に 移 し ､
15,000rpmで 35 分間 4℃ で 遠 心 す る ｡ 上 澄 み を と り ､ こ の う ち 8ml
に 対 し て8g の 塩 化 セ シ ウ ム (CsC l) を添 加 し 5 mg/ml の エ チ ジ ウ
ム ブ ロ マ イ ド (EtBr) を1ml 加 え る ｡ 静 か に 混 和 す る ｡ こ の 清液 を
超遠心 用 の ポ T) ア ロ マ - チ ュ ー ブ に 移 し ､ パ ラ フ ィ ン オ イ ル で 残 り
を 満 た し バ ラ ン ス を と る ｡ チ ュ ー ブ の 上 部 を 封 印(s e al ing) し ､
40,000rpm で 40時間 以 上 (Ty pe65 ロ ー タ ー ) また は 20 時 間(V Ti
50 ロ ー タ ー )20 ℃で 超遠心 す る ｡ 長波 長(36.On m)の ラ ン プ で DNA
バ
ン ドが 2本 現 れ る の で こ の う ち 密度 の 高 い c c cDNA(下 の バ ン ド) 杏
18G ニ ー ド ル で と る ｡ I)N凸バ ン ド は 3mlの CsCl 飽和 イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル で 数 回 振 とう し ､ EtBr を除 き ､ 透 析 膜 で 一 晩 4 ℃処理 す る(10
mM Tris - 打Cl(pfI8.0)1mM E DTA21 で3 - 4 時 間 毎 に 取 り替 え る) こ
と に よ り 脱塩す る(19, 2 0)｡ 上 記 の よ う に し て pF 鑑8 9 6と pY
'
臼1 5 6
(p門152)の Dh'A を鋼 製 し た ｡
6) pFE896 とpY甘156(152)の Ba 肌日工 消 化 と 電 気泳 動 :
削sl(1.8〃g)と pF托896(0.8〃g) をそ れ ぞ れ 潮 間酵 素 Bam,Hi(10
uni ts)で 消化 (37 ℃､ 2時 間)し た も の を 0.7 完 了 ガ u - ス 電気 泳 動
し た (Fig. ト1A に示 す) o ま た pm156 と pYH152( 各0.2〃E)､
- 1 2 -
ま た pSCIO5(0.2jL g) を Ba舶 王(10uni ts)で 消化(37 ℃､ 1時間)し
た もの を 0.5% ア ガ ロ - ス 電気泳 動 し た(Fig. ト1B に 示す) 0
7) pFK896 及 び pYH156の 温 度依存 性 不安定性 :
E. c olt 20SO は TSB に2×103 ce11s/nl の 濃度 で 接壊 した ｡ 試
料 は各時 間 ご と に 分取 し抗 生物 質 (ア ン ピ ン リ ン ま た は カ ナ マ イ シ
ン) 耐性コ ロ ニ ー と コ ロ ニ ー の 練和 を調 べ た o ま た.､. コ ン ト ロ ー ル
と して pBR322 ある い は pSCIO5 を含 むE. c oLi20S Oを 同様 に 検討
し た ｡ な お コ ロ ニ ー は32
o
C で形 成 さ せ た ｡
結 果
F ig. ト1A に示す よ う に pFE896 に は R tsl の H 断片 (9.1的 ､
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Fig. 1-1且 Gel ele ctr opho resis of the B血BI dige sts of PFE
896and 凱sl. Rtsl(1.8iLg) a nd pFK896(0.8FLg) W e r e
dige sted 叫ithBa mHI(10.u nits)fo r2hr s at 37℃ .
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(5.6Mdall)と pB臣322(4｡36托b(2.7舶 al))の バ ン ドが 見 ら れ た ｡ Fig.
ト1B では pYB156(pYH152)に 日 断片 と pSCIO5(16.7Kb(10.5Mdal))
の バ ン ドが見 ら れ た ｡ よ っ て ､ R tsl の H断片 が pBR32 と pSCIO5
に 挿入 さ れ た こ と が 示さ れ た ｡
M d I 2 3 . M d
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Fig. 1-1B Gel electr opho r e sis of
pY8152and p¥H156(r ec o mbin a nt
a nd the 打fr agn e nt). pYfI156
pSCIO5(0.2p g) w e r edigested
fo r1 br at37℃ .
the Badl dige sts of
pla s mids betw e e npSCIO5
(pY刑52) (0.2〃g) a nd
with10tlnits of8m打Ⅰ
Fig ･ 1-2 に 示 す よ う に H 断 片 が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー は42℃ で は
不 安定 で あ る が32℃ で は比 較 的安 定で あ っ た ｡ 例 え ば p柑896(H 断
片＋pBR322､ △) は40ge n e r atio n で32
･
c で は 約 20完の 宿 主菌 の プ
ラ ス ミ ドが脱 落 し た の に 対 し ､ 42℃ で は ほ と ん ど の プ ラ ス ミ ド が 脱
落 して しま っ た ｡ 同様 な こ と が p印156(H 断 片 ＋ pSCIO5､ 息)に
も起 こ り ､ 4 2 ℃に お い て40ge n･eration で は た い て い の プ ラ ス ミ ド
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Ge n e r atio n s
c o ur s e of los s of the Tdi pla s mids.
c oli 20SO ha rbo ring the pla s mids w e r e
at a de nsity of2 Ⅹ103/ml in Tryptic a s e
Sa mple s 帥e r etake n at v a rio u stim e s, a nd
(a mpicillin o r ka n a mycinトr e sista nt
c olonie s a nd total numbe r of c olo nie s w e r e c otlnted.
pFK896 (Tdi- pBR322, △ ); pY 刑56(Tdi- pSCIO5, A );
pBfZ32 ( ○); pSCIO5( ㊨ ).
が 脱 落 し た の に 対 し ､ 32℃ で は比 較的 安 定で あ っ た( 大体30完の 脱
落 で あ っ た)｡ よ っ て ､ U 断片 は pBR3221の よ う なr ela x ed t.y pe( 宿
主 の 複製 と は関 係 な く 自 己 複製 す る 塑) の プ ラ ネ ミ ドに 対 し て ば か
り で な くpSCIO5の よ う なstringe nt ty pe ( 自己 複製 が 宿主 の 複 製 に
よ っ て 厳密 に 謝 節 さ れ る 型) の プ ラ ス ミ ド に お い て も Tdiを 示 し･た o
同 一 条件下 で は コ ン ト ロ ー ル の プ ラ ス ミ ド で あ る pBR322( ○)やpSC
105( ㊨)は温 度 に 関 係 なく安定 で あ っ た ｡
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1 - 3
H 断片 に よる.プラ ス ミ ドの 脱落と
R
‾
細胞 (プラ ス ミ ドの 脱落した細胞)
もし 日新片 を持 っ て い る 細 胞 の 生長 が 遅 い な ら ば ､ 脱 落 に よ っ て
で き た P
一
細胞(プ ラ ス ミ ド の な い 細 胞) が す べ て の 細 胞 の 申 で 過剰
に 生長 して い る の で あ た か も たく さ ん の 脱 落 が 起 こ っ た よ う に み え
る の で は な い か ? こ の 疑問 を換 謝 す る た め に pB艮328(Cmr) の Ban
HI site に H断片 を挿 入 し p柑2 を 棟築 し た ｡ こ の pNK2 を用 い て
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (Cm) 存在下 で Tdia ctivity を検 討 し た . 宿
主菌 が Cn存 在下 で 培養 さ れ た場 合 ､ Cm r の pNE2 を持 つ 大腸 菌 は分
裂 を続 け る が ､ プ ラ ス ミ ドが 脱 落 し た 菌 はも は や 分裂 す る こ と は で
き な い で あ ろ う ｡ し か し ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル は静 菌約 阻 害 剤
(ba cte rio static)で あ る の で P
一
細 胞 も 培 地 中 で は 生 き て い る
(viable) ｡ そ れ故 に ､ pNE2 を含 む 細 胞 を Cm の 培 地 で 培 養 し た 後
も R
‾
細 胞が 存在 す る な らば ､ プ ラ ス ミ ドは 本 当 に 脱 落 し た も の で ､
投
‾
細胞 の 迅 速 な 生 長 の た め に 生 成 し た も の で は な い こ と が 示 さ れ
る ｡
実 験 方 法
pNK2 の 構 築 : プ ラ ス ミ ド pFK896を制 限 酵 素 BatnHI で消 化 し ､
pB P328 を同様 に Ba ntlI 消化 し た も の を I igatio n し た . こ の DN A
を E. c oti 20SO にtr a n sfo r m atio nさ せ た ｡ コ ロ ニ ー の 選 択 は Apr ､
cmr ､ Tc s で 行 い ､ 得 られ た も の を pNX2 と名 付 け た ｡ な お ､ p村托2
中 に お け る H 断片 の 方 向 は p細896 と同 じ で あ る ｡ こ の こ と ば プ ラ
- 16 -
ス ミ ド DNAを EcoRl に よ り 消 化 し 9,1 批(5.62Mdal) と 5.0 Fb
(3.1Mdal) バ ン ド が 得 られ た こ と に よ り確 認 し た ｡
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 存 在 下 で の 培 養 : 各 プ ラ ス ミ ドを 含 む
E. c o乙i 20S O は10p g/nlの ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 含有 の TSB申 に .
接 種 し 32 ℃ と42℃ で 培 養 し た ｡ 0時間 と17時間 後 の 試 料を分 取 し ､
ア ン ビ シ リ ン 耐 性 と 総和 の コ ロ ニ ー･を数 え た ｡ な お プ レ ー ト は32 ℃
で 一 夜培養 し コ ロ ニ ー 形成 を さ せ た ｡
結 果
Table ト3 に 示 す よ う に42 ℃で l 回 分 裂中 に 細胞 中 の 約 22完が脱
落す る こ と が 示さ れ た ｡ よ っ て 龍
一-
細 胞 は プ ラ ス ミ ド の 脱落 か ら生
じ る の で あ っ て R
‾
細 胞 の 過剰 生長 に よ っ て 起 こ る も の で は な い こ
と が 確 か め ら れ た ｡
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Table ト3
The lo s s of TdiT e C O mbin a n七 pla s mid is n ot du eto the o v e rg o wth
of 定
-
c ellsa
32℃ 42℃
Tim e
(br) Ba cte rial/nl p蛇328 pNE2b p蛇328 pN蛇
且 O
B 17
C 0
D17
total
total
Ap
≦
Åp
s
Ec pr obability(Ⅹ) of
pla s mid lo s s
2.3×103 1.2×104 2.3×103 1.2×104
4.5×109 1.8×109 4.1×108 9.1×108
0 0 0 0
0 5.5 ×10b o 2.0×108
0.0 0.3 0.0 22.0
E. c oti20SO ha rbo ring the pla s nids 舵 r ein o c ulated into Try ptic as e
Soy Br o地 c o ntaining Cm (10〟g/ml), a nd inc ubated at32o r42℃ .
Sa mple s w e r etake n at0 time and afte r17hr gr o wth, a nd APT a nd
total n u mbe r s of c olo nie s 帥e r e C O u nted.
The o rie ntatio n of theflfr agm e nt in pNE2 is the s a m e a sin pFE896:
Pla s midD村A叫a Sdige sted withEc oPI, a nd the 9.1Eb(5.62Mdal) a nd
5.0Kb(3.1Hdal) ba nds w e r e obtain ed.
E valu e s 叫e r ePr obability (%) of pla s mid lo s s of Apr c ell/e a ch c ell
divisio n. E v alu e s w e r e calc ulated fr o mthe fo r mtlla :
E - (D - C)/(a - A) × 100[B>>A;(D - C)/(B)×100] .
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1 - 4 Tdiプラ ス ミ ドの 脱落過程
前節 で Tdi に よ る プ ラ ス ミ ド の 脱 落 は 良
一
細胞 に よ る も の の 過
剰生長 に よ る も の で な い こ と が わ か っ た が ､ そ れ で は こ の 脱蒔 は ど
う の よ う な 形式 を と る の か を検 討 し た ｡ .pBR322 はマ ル チ コ ピ ー プ ラ
ス ミ ド(m ul tic opy plasmid)と さ れ(21)､ そ の 誘導路 で あ る pF網96
もま た同 様 に マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ドと 考 え られ る ｡ こ の プ ラ ス ミ
ドの 脱落 が 段階 的 で あ る と い う こ と 汝考え ら れう る こ と で あ る o す
な わ ち ､ 細胞 中 に あ る 程度 の プ ラ ス ミ ドが 入 っ て い る が ､ 通 常 (24
コ ピ ー / セ ル) (21) の よ う に は多 く な い も の が 観察 で き る で あ ろ う｡
細胞 中 に あ る ア ン ピ シ ソ ン 耐性 の プ ラ ス ミ ドの 数 と ア ン ピ シ リ ン の
耐性 の 度合 は相 関 が あ る こ と が 分 か っ て い る(22)｡ そ れ 故 ､ 42 ℃で
細胞 を生 長 させ ア ン ピ シ リ ン 抵抗 性 の 構 を 計測 す る こ と に よ っ て プ
ラ ス ミ ド の 脱落 が 段階 的 か そ う で な い か を調 べ る こ と が で き る ｡
実 験 方 法
pF K896 含有 のE. c oLi 20SOをTSB(ア ン ピ シ 1] ン 巷 含ま な い) 拷
地 中42℃ で 培 養
■
さ せ た ｡ い ろ い ろ な時 間 に 各 種 の 濃 度(0- 20Lng/mR)
の 入 っ た ア ン
'
ピ シ 7) ン を含 む プ レ ー ト 上 に ま き32℃ で､II , ･ A 夜培 養 し た o
ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト上 に 生長 し た コ ロ ニ ー は ､ ア ン ピ シ リ ン を入
れ な い プ レ ー ト に 生 え た コ ロ ニ ー 数 と 相 対 させ一義 し た .
結 果
結 果 は Fig. ト3 に 示す ｡ 細胞 が通 常 よ り少 な い プ ラ ス ミ ド を持
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Fig. 1-3 The level of a mpicillin r e sista n c e of E. c oLi
叫ith the Tdi- pBR322(pFK896) during gr o叫th in the
abs e n c e of a叩icillin at42 ℃. E. c oLi ha rboring
the pla s mids tq e r egr o w nin Try ptic a s eSoy Br oth
榊itho ut a ntibiotic s. At v a rio u stim e s, s a mples 舵 r e
tr a n sfe r r ed to plate s c o ntaining v a rious a m o ufltS Of
a mpicillin a s sho w nin the figur e. The c olo nie s
gr o w n o na mpicillin plate s a r e e xpr e s s ed as relativ e
n u mbe r sto tho s egr o w n o nplate s 川itho ut a mpicillin.
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つ こ と は ､ 抵 抗性 が減 少す る こ と を示 す ｡ こ の 場合 ､ テ ス ト し た プ
レ ー ト申 ア ン ピ シ 7] ン の 濃 度 に 対 し 生 き て い る 数 の パ ー セ ン ト の プ
ロ ッ ト は
"
step
”
よ り も
"
slope
” と な る で あ ろう ｡ も し ､ 脱落が
段 階的 で し か も ラ ン ダ ム で なく 同時 期 に 起 こ れ ば step は濃度 が か
さ い 所 で 落 ち て し ま う で あ ろう ｡ Fig. 1-3に 示 し た よ う に 各 ge n e-
r atio n(0, 5, 20, 32, 40) は ･ 一 定 の Apr レ ベ )i,を保 ち グ ラ フ の 示
す曲 線 は slope と い う より step で あ る ｡ step の 落下点 蛙 Ap lO
mg/ml の と こ ろ で こ れ は各 ge n e r atio n 間 で 大 き な菱 は見 ら れ な か
っ た ｡ よ っ て プ ラ ス ミ ドの 脱落 は急 激 で ､ 徐 々 に お こ る も の で はな
い と い う こ と が わ か っ た . も し ､ コ ピ ー 脱落 が 細胞分裂 の 際 ､ ラ ン
ダ ム に 起 き る の な ら ば ､ 同時 に 起 こ る 脱 落もま約 1/2z 4 (5.9×10
‾ 8)
で あ る(23)｡
1 - 5 pF K8 9 6の制限酵素地図
H 断片 は比 較的 大 き い(9.1 E b, 5.6 M dal)の で ､ Tdi清性 の 原 因
が ど こ に 存 在 す る の か を調 べ る た め に ､ よ り小 さ な断 片 に 分 け る こ
と を試 み た ｡ ま ず最初 の 段 階 と し て pF X896の 制限静 養地図 を作製
す る ｡
実 験 方 法
本 プ ラ ス ミ ドを Av aI(B RL)､ NγuI (h
'
e 叫Engla nd ･ Biolabs)､ Hi7td
lⅠr(BRL, IBI)､ Ec oR I(BRL, I BI) ､ Ba 肌HI(B 礼)､ Pv uI(Boehringe r
Ma n nhLeinl) そ し て Pv 比ⅠⅠ(Bo ehTinger Mannheim) の 制限酵 素を 肝 い
て DNA消化 し た ｡ 方法 に つ い て は 以 下 に 示 す ｡
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Fig. 1- 舶 且ga r o s egel ele ctropho r esis(in 0.5完agar os e) of
the fr agm e nts of pF蛸96produ c ed by v a rio us re stric-
tio n e n zy 駅 . Nu nbe rs in pa r e nthe sis sho 叫n belo糾
irldic ate the m olec ula r siz e of DNA fr agm e nts(in Mdal)
pr odu c ed by the dige stio n. Larl e1, Nr uI, (3.30, 2.70,
2.05);la n e2, Pv uI,(8.40);la n e3, Pst I,(8.40); la n e
4, Ec ofu,(4.80, 3.50); la n e5, Hi托dIII, (3.65, 3.65,
0.86) ; 1a n e6, 血 α i, (4.30, 3.05, 0.93).
Fig. 1-4B Aga r o s egel ele ctr opho r e si(in 0.7% aga r o s e) of
pFK896a nd its de riv ativ e s afte r dige stion with
v a rio u s r e strictio n e n zym e s. La n e1, Nml a nd Pv uI,
(3.25, 2.10, 1.80, 1.10); la n e2, HindII a ndSaLI,
(3.60, 2.35, 1.35, 0.86);la n e3, Av al a ndPv純 (4.20,
1.65, 1.50, 0.92); 1a n e4, Av al add HindIII, (1.95,
1.85, 1.60, 1.25, 0.92, 0.86);la n e5, Av al and Hc o世I,
(2.60, 1.95, 1.65, 1.25, 0.92) ; 1ane 6, Ec of2I a nd
Nr uI,(2.18, 2.15, 2.05, 1+35, 0.68);lane 7, βa nHIa nd
Hi托dIII, (3.50, 2.50, 1.･20, 0.87, 0.21) ; 1{･】ne 臥
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M d
J 5.J
I
- 6.2
q･.72
- L5
- 暮3
- 0
.
88
- 0.7 0
- 0.57
- 0.3 9
/0.2 0
ion:浮63
Hi孔dllla ndNr uI,(2.05, 2.00, 1.50, 0.94, 0.84, 0.64)
; 1a n e9, 血 a‡ a nd Nr ul,(3.20, 2.40, 0.92, 0.63,
0.59); la n e10, Pv ulf, (2.35, 2.10, 1.25, 0.76, 0.60,
0.26); lane ll, P7)UIIa ndHindIII,(2.05, 1.50, 1.25,
0.76, 0.72, 0.60, 0.50, 0.36, 0.26); la n e12, Pv比ⅠI
a nd Bm 削 ,(2.50, 1.75, 1.15, 0.80, 0.62, 0.52) ; la n e
13, Pv uII, (2.50, 2.23, 1.35, 0.80, 0.63, 0.32);la n e
14, pYH74, Ba nBIa ndPv uII, (1.65, 1.15, 0.80, 0.24);
I
1a n e15, pYf165, BanHIa ndPvuIⅠ, (2.52, 1.77, 1.19,
0.81, 0.62, 0.53, 0.24); la n e16, pYH65, Fv u= (2.52,
2.30, 1.35, 0.81, 0.64).
Fig. ト4C Aga r o s egel ele ctr opho r e si(in i.5
o
i aga ro s e) of
pFK896and its deriv ative s afte r digestion with
v a riol S r e strictio n e n zynle S. La n e1, pYH74, 8a n耶 a nd
Ec oRI, (c a 2.00,
Ec oRI, (c a 5.50,
Ec oRIa ndHindIII,
Ec oRIa ndHindIII,
HindITI, (c a4.80,
0.94, 0.235) ; la n e2, Ba mnl and
2.15, 0.94, 0.245); la n e3, pY 耶4,
(c a 2.40, 0.22) ; 1a n e4, pNX28,
(c a2.30, 0.22); la ne 5, Ec oRIa nd
0.90, 0.22). The m ole c ula r siz e
of fr agm e nts in this figu r e t4hich a r el.a rge rthan 2
Mdal is n ot a c c u r ate.
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制限酵素 に よ る DN 免の 切断 ､ DNA断 片 の サ イ ズ 糊 定 :
制限酵 素反 応 の 条 件 は各 メ ー カ ー (B礼 ､ Ne wEng一and Biolah.､
Bo ehringer Ma nnheim, IBl)たよ っ た o 概 略 と し て は ､ 0.1 - 1i} gO.:)
DN Åを 10 uni ts (10倍 妥 ぐらい) 程 度の 制 限 酵 素 で 20iJ7 申 で 1
- 2 時間 37 ℃で 反応 さ せ た ｡ 切 断 さ せ た も の は 1/10volu m eの10
Ⅹ B PB(0.25完BT O m OPhenol b lue 90完 glyc e rol十10mM
'
fris円Cl) を 混
合 し ､ 了 ガ ロ - ス 電気 泳動 で ･ - ･ 晩 ､ 定 電 圧 40V に保 つ o ア ガ t7 - ス
濃 度 は 5 Eb以 上 の D NAは 0.5完､ 普 通 0.7%､ 5 00bp 以下 の D NA
の み を謝 ベ る と き は 1.5 a/o な ど の 濃度 で TBE buffer (89mM Tris ､
89mM Bo ric a cid､ 2.5mM EDTA･Naz ＋ 0.5il g/ml E tL',r) *で 行 う o 分
子 量 マ ー カ ー と し て は 112 節 で 示 し た )IIin.(‖I I の他 に ¢ ×174
Hae‖Ⅰ(1.353(0.88), 1.078(0.70), 0.872(0.57), ().603(O.39),
0･310(0.20), 0.281(0.1 83), 0.271(0.176), 0.2:.34(0.1 40), a.L9!i
(0.1 20), 0.118(0.073), 0.0 72(0.045)R b(Mdal)) を使 潤 し た .
結 果
結 果 は F ig. ト4､ ト5 に 示 す ｡ Fig. 1-5 に 示 し た よ う に 圭1 漸
片 は小文字 a か ら h の8 つ の 断片 に 分 断 さ れ た ｡
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Fig. 1-5 鮎striction m ap of pFK896. The numbe r s r epr e s e nt
the nple ctlla r siz e s (Mdal) of DNA fr agm e nts obtain ed
by the r e striction en zyme(s)dige stio n of pFK896a nd
its derivativ es.
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1 - 6 b
′
断片 に局在するTdi活性の 性質
小さ い 領域 に 分 け た 日 新片 の ど こ に Tdi活 性 が あ る か を 明 ら か
に す る た 鍵=こ ､ H 断 片 の 各 部分 を pBR322に サ ブ ク ロ ー ン し た o そ
し て そ れ ぞ れ の Td i活性 を調 べ た ｡
実 験 方 ･ 法
サ ブ ク ロ ー ン の 方法 は ト2節 に 従 い ､ 各 断片 の 同定 は制限酵素消
化 の 後 ア ガ ロ - ス 電 気泳 動 で 確 藷 し た ｡ DNA断片 を分取 す る 噂 は電
気的 に 流 し た後(16)､ Elutip d (Scb leiche r 良 Schuell) か NA45
paper (DEA芭 Me mbr a n epape r､ S 良 S) 及び エ タ ノ ー ル 沈 毅 で 精製 し
た ｡ 構築 し た プ ラ ス ミ ドを Fig. ト6に 示 す ｡ ま た a ､ b 及 び g 断
片 の 組 合せ に よ る pB控322 へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 構築 は Fig. ト7
に 示 す ｡ Fig. ト6､ ト7 に お け る 個 々‾の プ ラ ス ミ ド の 構 築 法 を以 下
に 示す ｡
pY H65とpYH157:pF E896を Av aI によ り部 分 消 化 し ､ s el f- ligation
させ ､ E. c old 20SO に tr･a n sfo r matio n させ た ｡
p!F74:pFK896 をHindIII で消 化 し ､ s el トI igatio nさ せ ､ E. c oLi
20SO に入 れ tr a n sfo rrn a nt を 得 た ｡
p?H81:pFE896を Ec of2Ⅰと HindIII で同 時 に 制 限 酵素 消化 し そ の
まま 1 igatio n さ せ て 得 た ｡
pYH98:pFK896を Av aI と Hi7td II I で同 時 に 制限 酵 素消 化 し て 得 ら
れ た ｡
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pYH212: pY H98を 舶 aI 消化 し ､ 4｡86E b(3.01Mdal) 断片 (a､ b､
g､ h 断 片 を含 む) を分 離 し た ｡ こ の 断片 と p¥耶4 を Av aI 消
化 し た も の を 1igatio n し た ｡
p!H217･. pYt198を Av al 消化 し ､ 4.86 Eb(3.0 1 Mdal) 断片を分 離し ､
pIH157の Av aI 消 化 し た も の を I igatio n し た ｡
pNE7: pYH74 を EcoEI と Hind II
■
Ⅰ 制 限酵 素消化 しg 断片(0.32Kb,
0.2 Mdal) を得た ｡ 次 に p!H157を Ec o宜Ⅰ と 削 ndIIT消 化 し
て 4.90 Eb(3.03Mdal)の 断 片を得 た ｡ こ の 断片 と g 断片 をT4
DN A ligase で 1igatio n し E. c o乙i 20SO に tra n sfo r m atio n
し た ｡
,pN K28: pBR322を HindIIと Ec oRI で同 時制限 酵素消化 し ､ 4.33
Kb(2.68Hdal) 断 片を精製 した ｡ こ の 断片 に g 断 片を1 igatio n
し た ｡
pN 甘33: a 断 片 (0.6 Kb, 0.4 Mdal) をpN KIOOの 構築 と 同様 に して
得 た (下 記 参照)｡ pNE28 をBa mHⅠ と Nr 比Ⅰ で 制 限酵素消 化 し ､
4.09Kb(2.5 3Mdal) 断片 を単 離し た ｡ こ の 断片 と a 断 片 を
Iigatio n し た ｡ な お ､ こ の プ ラ ス ミ ド は pN K143と同 一 の も の
で あ る ｡
pNE98･. pYH157 をPv uI I で消 化後 s elf- I_igation した ｡
PNEIOO: pYB157を Ba れfIIと NγtLI で同時 制限酵 素消化 し a 断片
(0.65E b, 0.4 Hdal)を得 た ｡ pBR322を Ba鵬T と Nr7LI で消
化 し 3.77Eb(2.33Mdal) 断片を単 離 した ｡ こ の 断片 と a 断 片
を 1igat io n し た ｡
pN鑑108: pBR322を Ba 肌技Ⅰ と NruI で 消 化 し 0.60的 (0.37M dal)
の 漸 片を 得 た ｡ pY打157を Ba mH I と Nr uI で消化 し b 断片を 含
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む 断片 (也.28E b, 2.65 Mdal) を単 離し た ｡ こ れ ら の 断 片 を
1igatio n し た ｡
pN官111:pYH157を Pv uII で制 限酵 素消 化 し た ｡ b
'
を含 む 断 片(1.49
Kb, 0.92 Mdal) を単 離し pB世322の PvuIIsite に 挿 入 し た ｡
pN荘116; pNK28を Ec oRI と HindII で 消 化 し g 断 片 (0.32 Kb,
0.2 Mdal) を得た ｡ pNEIO8 をHind IIIと Ec o削 で 消 化 し ･､
4.85Kb(3.00 門dal) の 断 片 を単離 し た ｡ こ の 断片 と g 断 片 を
1 igatio n し た ｡
pNE124:pNKlllを HindIIと EciR I で制 限酵 素消 化 し ､ 5.82E b
(3.60 Mdal)の 断片 を得 た ｡ こ の 断 片 と g 漸 片( 上述) を1iga -
tio n し た ｡
pNⅨ137:pNK98 を Hind II と Ec oRI で制 限酵 素 消化 し3.47Kb(2.1 5
H dal)の 断 片 を単 離 し た ｡ こ の 断 片 を g 断 片 とIigatio nし た ｡
pNK143; pNKIO をHindI I と Eco控Ⅰ で 制限 酵 素消 化 し 4.3 8監b
(2.7 1Mdal)の 断 片 を単 離 し た ｡ こ の 断片 と g 断片 を1 igatio n
し た ｡
Tdi活 性 の 珊 定方 法 は以 下 に 示 す ｡
T di活性 テ ス ト :
バ ク テ T) ア は最 初 1馳1u co s eを 含む Ha cCo nkey aga r bas e プ レ
ー ト (100〃g/ml の ア ン ピ シ リ ン を含 有) に32℃ で 1晩 培養 し て 得
られ た 単 一 コ ロ ニ ー を使 用 す る ｡ ま た は ア ン ピ シ リ ン 含 有 の T SB液
体培 地で 培 養 し た 後 20% glyc e r ol. 中
一 70℃ で 保存 し た も の を 解 凍
し て 使 用 す る ｡ こ れ ら を TSB5ml( 含有100〝 g/ml アン ピ シ リ ン)に
接種 し 一 晩32℃ で 培 養 す る ｡ ル ー プ の あ る白 金 耳 で 先 の バ ク テ リ ア
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液を 10ml の TSB に 接 種 し た後 ､ 直 ち に こ れ を 2 つ に 分 け る(す な
わ ち 一 本 は32 ℃;他 方 は速2℃ 用)｡ そ れ ぞ れ 20時 間振 とう 培養 す る .
ル ー プ の あ る 白金 耳 で 新 し い 5nl の TSB に 再 び 接 種 し更 に16時間
振 と う培 養す る ｡ サ ン プ ル は 0.85% 食塩 水 で 希 釈 し 1馳Iu c o s eを
含 む Ma cCo nkey aga r プ レ ー ト に ま き32 ℃で 一 晩培 養す る ｡ 各 プ レ
ー ト は ア ン ピ シ 7) ン の 入 っ た も の と 入 っ て い な い 1
o
i glu c o s eを含
む Ma cCo nkey プ レ ー トに レ プ 7) カ ブ レ ー ト し32 ℃で 一 晩 培養 す る ｡
Tdi活性 は ア ン ピ シ リ ン 感受 性 の コ ロ ニ ー の % と して 表す｡ す べ て
の 植 は 5固 以 上 の 実験 に よ る 平 均構 で あ る ｡
結 果
Fig. ト6 で 構 築 し た Td i活 性 の 測定 結果 を Table ト4 に 示 す ｡
Table ト4 より 明 ら か な よ う に ､ pY H217､ 212､ 9 8､ 81､ そ して 65
は T di活 性が 陽 性 で あり 飽 は陰性 で あ っ た ｡ こ れ ら の 結果 よ り 第
一 段 階 と して Tdi清 性 に は a,bと g の 3 つ が 必要 で あ る と 考え ら
れ た ｡ こ れ ら の DNA断 片 の pBf2322DNA に対す る 方向 は Tdi括性
の 発現 に は何 の 影響 も及 ぼ して い な か っ た ｡ し か し な が ら ､ a､ b お
よ び g 断片 を含 み こ れ ら以 外 の 断片 を 含む プ ラ ス ミ ド の 方 が
I
Td i
活 性 が高 い ｡ こ の こ と は a､ b､ g の 他 に Tdi表現型 の 発現 に 影響
す る 断片(複 数)の 存 在 す る 可 能性 を示 し て い る ｡ そ こ で こ の 3 つ の
噺 片 の 役割 を珊 ベ る た め に Fig . ト7 に 示 す誘導体 を構築 し ､ Table
ト5 に よ る T di活 性 の 結果 を得 た ｡ Table ト4 で 予憩 さ れ た よ う に
a ､ b と g 断 片 の 含 ま れ て い る pNK7 はTdi活 性陽性 と な っ た o
a ま た は g断 片 の み を 含 む プ ラ ス ミ ド は Tdi活 性 が 陰 性 で あ っ
た ｡ し か し な が ら b 漸 片 の み あ る い は b
'
断片(そ れ ぞ れ pN RIO
L
8､
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Fig. ト6 Pestrictio n e n zym e map of de riv ativ es of pFX896.
The ar r o 榊 Sho w sthe o rie ntatio n of e a ch fr agm e nt (a
clock叩is e dir e ctio n r epr es占nts the 甲m e O rie ntatio n
a sin pFE896). 鮎striction m aps a r edete r min ed in the
s am e 陀ay a SdやS C ribedin Fig. ト5.E, Ec oRI; 札Ht
'
ndIII;
B, Ba nHI;”,N7uI; P, Pv uII; A, Av aI. Shado w ed a r e a s
r epr e se nt pBR322fr agm e nts. p!H65, AvaI (4.30, 3.00),
Ba mBI(4.60, 2.60); p!耶4, HindIII(3.65); pYH81, Bm lHI
(9.40), Av al a ndEc oRI(2.55, 2.55, 1.75, 1.20, 0.95),
Ec oRI(5.50, 3.80), Av aI(4.60, 3.80, 0.95), NmI(5.60,
2.60, 1.25); pY拝98, Av al a nd HindIII(1.85, 1.75,
1.58, 1.23), Av al a nd8m lHI(3.30, 1.40, 1.00, 0.71),
N7uI (2.85, 2.10, 1.25); pYH157ま Av aI (3.05); pYH212,
血aI (3.70, 3.05), Ba mBI(3.75, 1.60, 1.32); pY陀17,
Av aI(3.05, 2.98); BmBI(3.10, 1.60, 1.35).
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Table ト4
Lo c aliz atio n of Tdia ctivity
Los s of pla s mids(%)
Pla s mid 32℃ 42℃ DNA fr agments
pFK896 2.6 100.0 a, b, c, d, e, f, g, h
p!B65 20.5 54.5 a, b, d, e, f, g, h
pY耶4 0.0 7.5
pYH81 34.0 100.0
pYⅢ98 19.4 92.5
pYH157 0.0 0.0
pYH212 0.0 59.3
pYH217 39.0 100.0
g, 也
a
, b, c, d x 2, e x2,
ど x 2, g x 2
a, b, d, e, g, h
a, b
a, b, g X 2, 也 X 2
a x 2, b X 2, g, h
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dete r min ed in the s a m e H ay Sdes cribed in Fig. ト5.
E, Ec oPI; B, 8adI; 冗, HindIII; P, Pv uII; N, N7uI; A,
Av aI. Shadotged a r e a s r ep s e nt pBP322fragm e nts.
pNK7, Ec oRIa ndHindIII (3.05, 0.22); pNE28, Ec oRI
a nd Hi71dIII(2.70, 0.22); pNX98, BmBIa nd Pv uII
(1.･66, 0.52); pNnOO, B仇ⅠI a ndN7uI(2.33, 0.40);
pNEIO8, Av al a ndNmI (2.42, 0.60); pNn l, Av al a nd
Pv ull(3.10, 0.52); pNE116, Ec oRIa ndHindlII(3⊥00,
0.22); pNK124, Ec olu a nd HindIII (3.68, 0.22);
pNE137, Ec oRI a nd HindII (2.15, 0.22); pNK143
(pNX33), Ec oRI a ndHi托dIII(2.71, 0.22). The b
'
fr agme nt e xte nds fr o mPlnLIIsite to Av al site of the
b fr agm ent. The a
'
fr agm e nt in clude sthe afr agm e nt
plu sfr o mNn ).･i si七色 to P2nLIIsite of the b fr agm e nt.
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Table 1-5
Inte r a ctio れ Of a, b, a nd g fo rTdia ctivity
Los s of pla s mids
(oi)
Pla s mids 32℃ 42℃
DN且
fragm e nts
pNX7
pNE28
pNK33
pNK98
PNEIOO
pNKIO8
pN糾11
pNKl16
p帖124
pNK137
pNK143
7.3
0.8
0.0
0.0
0.0
0.5
7.5
0.8
2.4
0.0
0.0
3
3
7
0.9
3.1
0.0
1.0
0.3
0.3
4.6
4.2
8.1
0.0
0.0
a
g
a
a
a
也
b
b
也
a
a
b, g
g
g
, g
I g
g
pN貰111)で は 明ら か にTd i活性 陽性 と な っ た こ と は驚く べ き こ と で あ
っ た ｡ b
'
断 片 (b 断 片 の う ち Av al site か ら Pv 比ⅠI site の 0.8
Eb, 0.5M dal の 領 域) は b 断片 よ り小 さ い が ､ 強 い Td i活性 を示
し た ｡ 一 方 ､ pYf1157(aとb)､ pNXl16(b とg)､ pN E124(b
'
とg)､ pNE143
(aとg)そ して pNK137 [a
'
(a とb の 一 部) とgl は Tdi活性 陰性 で あ
っ た ｡ そ こ で a ま た は g が b(あ る い はb
')断 片の Tdi活性 を抑制
し て い る が ､ a と g が 一 緒 で あ る と ､ こ の b 断片の Tdi活 性を抑
制 で き な い の で は な い か と 推論 し た ｡
- 3 3 -
i - 7 考 察
Rtsl の Tdi の性 質 を解 明 す る た め に ､ 9.1 Rb(5.6 Mdal) Ba机HI
断片(H 漸 片)と こ の 発 現 の 係 わ り を調 べ て き た ｡ そ して こ の 断片 の
さ ら な る 制限酵素消化 で Tdiを起 こ す主 な断食 は 0.80Rb(0.5Mdal)
の 小 断片 で あ る こ と が 同定 さ れ た ｡ こ の T di表現 型 は他 の DNA漸
片 の 存在 で 大 い に 影 響 さ れ る ｡ 例 え ば ､ そ の 原 因 は 不 明で あ る が ､
pF罷896(pBR322 と H)よ り p?刑56(pSCIO5 と F) の 方 が42 ℃で 脱
落が 少 な い ｡ そ れ に 加え て ､ prelimin a ry な 試験 に お け る Tdi断片
の 同 定 で は ､ こ の 表 現型 は a, b と gが 必 要 で あ る こ と が導 き 出 さ
れ た ｡ し か し な が ら そ れ以 後 の 実 験 に よ り (Table ト5)､ a やg 断
片 は b 断片 の み で 起 こ る Tdi表現 型 の 発 現 を阻 害 す る も の と 考 え
ら れ た ｡ a と g断片 の 阻害 劾果 は ､ そ れぞ れ打 ち消 し 合う よ う で め
る ｡ 同様に ､ R ts1 8aれ河Ⅰ 断片 の 2.10 Kb(1.3 M dal) (L断片)バ ン
ドに よ り Insと し て 発現 さ れ 同 定 さ れ た表現もそ う で あ る(ll)｡ こ
の 断 片 は そ れ 自 身 pBR32 な ど の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 温 度非 依 存
性不安 定性(In s)の 性 輩 を与 え る ｡ し か し な が ら P tsl 自身 は32 ℃に
お い て 何 も不安 定性 を持 た な い の で ､ 単離 さ れ た L 断 片 の In sと し
て の 表 現 は 人 エ 的 に 創 り 出 さ れ た も の と 考 え ら れ る ｡ 明 ら か に In s
の 効果 は Rtsl の 他 の 断 片 の 存 在 に よ り打 ち 消 さ れ て い る ｡ 一 方 ､
R tsl プラ ス ミ ドの Td
.
i 活性 は b断 片 に よ る も の だ け で あ る だ ろう
か と い う 疑問 が 生 じ る ｡ と い う の 披 ､ pF E896 (pBR322itI断片) の 不
安定 性 の 割合 は pNKIO8(b 断 片 を持 っ て い る も の) ま た は pN Klll
(b
'
断 片を含 む も の) よ り 大き い か ら で あ る o こ れ ら の 結 果 は Tdi
表現 は H 断片申 に 存在 す る 他 の 断片(s)に よ り ､ よ り 増 強さ れ て い
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る こ と を示唆 し て い る ｡ 例 え ば､ pr elimin a ry な 実験 で は時 々 弱 い
Tdi発 現型 を B 断 片 の う ち の d と e､ ま た は d､ e と c あ る い
は h断 片 が発 現 す る こ と が あ っ た (data n ot sho w n) ｡ し か し な
が ら ､ b断片 に よ る Tdi表 現 型 は 杜 断 片 の Tdi凍 導体 の 中 で も っ
と も pr o n o u n c ed な も の で あ っ た ｡
同 じ 様 な考 え で ､ R tsl の Tdi に由わ る 断片 は果 し て 丹 断 片 の
み で あ る か と い う 疑問 が 生 ず る ｡ 先 に 発 表さ れ て い る よう に(24)､,
Rtsl の 複製 を す る 断片 が Td i表 現型 を与え る ｡ 我 々 も Rtsl の 複
製 の o rigin を含 む Ba 批HI 断片(D 断 片 25.2Kb, 1 5.9Mdal) を含む
pSCIO5が42℃ で 不安 定 に な る こ と を確認 し て い る(data n ot sho ㈹)｡
こ の プ ラ ス ミ ド の 不安定 性 の 度合 は pFK896 より もず っ と大 き か っ
た (data n ot sho w n) ｡ しか し な が ら ､ こ れ ら の 研 究 で は ､ こ の 実
験や 他 の グ ル ー プ の 実験(24)の 両方 と も宿主 菌 か ら の 本 当 の プ ラ ス
ミ ド脱蒋 が ､ spo ntane ou sly に プ ラ ス ミ ドを 失 っ た バ ク テ リ ア の 過
剰増 加 に よ る も の で は な い か と い う 可能性 を捨 て 去 る こ と は で き な
か っ た ｡ こ れ ら の 可 能性 は真 剣 に 熟 慮 し な け れ ば な ら な い ｡ なぜ な
ら ば ､ R tsl に は Tsg( 温度感 受性 増殖)と い う性 質が あ る か ら で あ
る ｡ そ れ 故 p 断片 が T di であ る と す る た め に は ､ B 断 片 と 同様 に
静菌 的阻 害剤 (ba cteriostatic) で あ る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を使
用 す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド脱落 が R
‾
細胞 の 過剰 増加 に よ る も の
で な い と い う こ と を証 明 す る 必要 が あ る(Table ト3)｡
細 菌 中の プ ラ ス ミ ド の 安定 性 に つ い て は ､ 多く の 研 究者 が プ ラ ス
･ミ ド の 安定性 練持 の た め の プ ラ ス ミ ド DNA断片 を同定 して き た ｡ こ
れ ら の DN A断 片 は し ば し ば プ ラ ス ミ ド の i)a γ(あ る い はstb) 領域
と い わ れ る (25-33)｡ こ こ で t)a r と in s の 概 念 の 重要貴異 を精
一
摘
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し な け れ ば な ら な い ｡ 如γ 領 域 は プ ラ ス ミ ドの 安定 性 に ポ ジ テ ィ プ
に 帰 す る DNA 断片 で あ る ｡ こ れ に 対 し ､ in sD Ⅳ且断 片 は プ ラ ス ミ ド
安定 性 に ネ ガ テ ィ プ に 撒く も の で あ る ｡ 安 定 性 に ネ ガ テ ィ プ に 働く
因子 の 他 の 例 と し て は人 工 的 に 作 ら れ た 変 異 DN 且の断片 が 知 ら れ て
い る(34)｡ 月 餅 片 は42 ℃で 他 の ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド の 安 定性 に 対 し
明 らか に ネ ガ テ ィ プ に 作 用 す る 天然 に 生 じ た
ー
DNA の最 初 の 例 で あ る ｡
プ ラ ス ミ ドの 安定 性 ､ 不 安 定性 の 機 構 に 関 し て は明 解 な 見解 は ま だ
な い ｡ 最近 ､ マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド(m ultic op y plasmid) で は ､
プ ラ ス ミ ドの 維持 に は マ ル チ マ 一 分 子(m ultim e ric m ole c ule s)の レ
ゾ 7) ユ ー シ 訂 ン(r e s olutio n)が 重要 で あ る と 報告 さ れ た(27,35) ｡
Tdiプ ラ ス ミ ドの 維 持 も同様 な 機構 を 介 して い る と 考え ら れ ､ そ れ
が42℃ で は機 能さ れ な い の か も知 れ な い ｡ 如 γ 領 域 に 関 して は DNA
塩基配列 の 2 次構 造 に より 安 定 性が 保 た れ て い る も の も あ る(36)が
他 の 例 で は明 らか に 蛋 白質 産物 に よ る も の で あ る(37, 3 8, 39)｡
b
'
断片 の T di発 現 は ､ ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド中 に 存在 す る 他 の DNA
断 片 に よ り大 きく 影 響 を受 け る ｡ b
'
断片 の Td i の機構 に 関 し て は ､
こ の 領域 の D N且鎖 の 2 次 構造 に よ る も の で あ る かも知 れ な い ｡ し か
しな が ら ､ b
'
断 片 の 大 き さ か ら判 断 す る と ､ 不 安定 性 は こ の 断 片 に
コ ー ドさ れ る 葉 自宴 に よ る 可 能性 も ま だ残 っ て い る ｡ 明 ら か と な っ
て い る プ ラ ス ミ ド不 安定 性 の 機 構 の 一 つ は ､ 存 在す る プ ラ ス ミ ド の
破 壊 の 可 能性 で あ る ｡ し か し な が ら ､ こ の 可 能 性 は考 え に く い o な
ぜ な らば32 ℃で 合成 さ れ た c c cR tsl は42℃ に お い て も inta ct ( 無
傷で) 残っ て い る か らで あ る(8)0
Tdi断 片 の 効果 は In s(ll)で 示 し た よ う に cis に 徽く 可能 性 が あ
る ｡ b
'
断 片 の 不安 定性 機構 の 以 後 の 研究 は第 4 章 で 言 及す る ｡
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第2章
宿主細月包の温度感受性増殖 (Tsg) を
支配する Rもs且 D N A断片の同定
2 - 1 はじめ に
R tsl の 温度 感受 性 の 表或 は序論 で も述 べ た よ う に い く つ か 存 在
す る ｡ こ の 中 で Tsg と い う性 質 は ､ R tsl プラ ス ミ ドを 持 つ バ ク テ
リ ア は32 ℃で は普通 に 増 殖 す る が42℃ で は非 常 に ゆ っ くり と 増 殖す
る と い う性 質 (Te mpe r atur e s e n si tiv e gr o wth of bacteria, Tsg)
で あ る ｡ こ れ ま で に P tsl の Tsg の 遺 伝子 の 同定 は Ba 肌fl r､ D､ E､ G
の 3 断片 より な る pFY556(58.5Eb(ll))､ とSaLI selfligation に よ
り得 ら れ た pYF201(Kmr 8.3Eb(40))の 2 つ が あ る が 詳細 な換 討 は行
わ れ て い な い ｡ 第 1 章 で は Rtsl 申 の Tdiを起 こ す DN且断片 を同 定
し た の で ､ こ の 章 で は別 の 表現型 で あ る Tsgを起 こ す遺伝 子 の 同定
を試 み た ｡ こ一の 章 で 用 い た す べ て の プ ラ ス ミ ドはTable 2-1に 示 す ｡
2 - 2 Tsgを示すRtslの小誘導体
2-1 節 に 示 した よ う に ､ 山本 ら に より 報 告さ れ た pYF201(40) が
R tsl 由来 か どう か を検討 し た .
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Table 2-i
Pla s mids u s ed in this study
Pla s 柑id Cha r a cte r of fr agm e nts Refe r e n c e s o u r c e
p口C19
pFANIOl
pFANIO2
pTⅨ301
pTK401
PFY 56
E. c o乙i pla s midc a r rying Ap
r (41)
The ka n a mycin r e si ta n c eSall
fragm ent of 凱sl a nd pUC19
Sa m e a spFANIOl but diffe r e nt
o rie ntatio n of the Rmr
-
Sa乙I fr agm e nt
The E fr agm e nt (Bad lfr agm e nt of
Rtsl ca r rying Enr(21.5馳) a nd
pUC19
The MC29ひ- myC ge n e(Salト 蜘 I
fragm e nt) a nd pUC19
Mini I‡tslpla s midc o ntaining D,
E (Emr) a ndG fr agme nts
Fig. 2-2
This chapte r
This chapte r
(40)
This chapte r
(42)
(7, 40, 43)
実 験 方 法
pYF201I)NA は第 1 章 で 示 し た よ う に Cle a r ed lys ate法 (19) と
CsC トEtBr 遠 心分 離法(20)に よ っ て 精製 し た ｡ pl F201とRtslを そ れ
ぞ れ制 限酵 素SalI消 化 し ア ガ ロ - ス 電 気泳 動 し た ｡ こ れ にPtslま た
はpYF201を ブ ロ ー プ と し た サ ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ(44)し た ｡
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結 果
制限酵素切断 と ゲ ル 電気 泳動 に よ っ て pYF201 は 2つ の SatⅠ 断
片 を持 ち ､ Rtsl また は p!F201を ブ ロ ー プ と し た サ ザ ン プ ロ ッ テ ィ
ン グ に より こ の 小 さ い 断片 (3.65馳) が Rtsl の カ ナ マ イ シ ン 耐性
遺 伝子 を含 ん で い る こ と が 分 か っ た . しか し な がら 4.6 的 断片 は ､
SaLI で切断 し たR tsI DNA断 片 に は見 い だ さ れ な か っ た ｡ そ の た め ､
pY F201 は:偶然 に も外 部 レ プ リ コ ン を含 む 断片 を取り 込 ん だ と 結 論 づ
け た ｡ そ
･ の 後 の 分析 で こ の 大き い 方 のpYF201Sa乙Ⅰ断 片 は 旨tsI D NA
と ハ イ プリ ダ イ ズ し て い な い に もか か わ ら ずア ン ピ シ リ ン 耐 性 を示
す こ と が 分 か っ た ｡ こ の 4.6E b断片 自 身 は宿主 菌 に 温 度感受 性表現
型 を 与 え な い(data n ot sho w n)｡ こ の 知 見 より 温度 感受性表 現型 が
Rtsl 由来 の 3.6 5KbSaLI断片 に 存 在 す る こ と が 分 か っ た ｡ な お.､
SaLI 断片(Xmr) と BamH I漸 片 の 制 限酵 素地図 上 で の 位置 を FiB.
2- 1 に 示す ｡
8(】mHI
NruI
SolI
Pv uI SoJI Sell
Nruエ
Ec oR I
Ec oRI(?)
Nr uI
Eco R エ
Ec oRt(?)
JO 15
卜 - - ･ - - - - - - 一対
kmr(5.6 5 Kb)
So汀
Born HI
20 2l.5
=
l kb
Fig. 2-1 A r estrictio n e n zym e m ap of the Bm RHI Km
r
fr agm ent (E fr agm e nt) of Rtsl. Ec oPIsi･te with the
qu e stion m a rk indic atesthat the r eis o n eEc o官I site
at eithe r o ne of the s epo sitio ns.
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2 - 3 SalIカ ナ マ イ シ ン 耐性断片を
含むpU C 且9誘導体 の構築
3.65Kb 断片 がTsg表 現塑 に 関 与 す る こ と を証 明す る た め に R tsl
のSalI断 片(3.65Kb) を含むp口C19(41) 誘 導 体 を構 築し大腸 菌 株 20S O
(45)に 形栄 転換 さ せ た ｡
実 験 方 法
方 法 は 第 1章 ト2､ ト5 に よ る ｡
結 果
SaLI 断 片を含 む pUC19 の 2 つ の タ イ プ の も の を得 た . pUC19の
中 の Sa乙Ⅰ 断片 は 2 つ の 可能 な方 向性 が 考 え ら れ る . こ の 2 つ の プ
ラ ス ミ ドを各 々 pFANIOl と pFANIO2と 命 名 し た ｡ pF且NIOl中 の こ
の 断 片 の 制 限酵 素地図 は F ig. 2-2 に 示 し た 通り で あ る ｡ 報 告 さ れ
て い る デ ー タ(46)と は 対照 的 に Hi7Ld IIlとPvtLI 部 位 が 入 れ 替 わ っ
て い る ｡ さ ら に ､ すで に 報 告 さ れ て い る 軸 αⅠ 部位 を も見 い だ せ な
か っ た ｡
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Ec oR I
Pvuエ
Pv uⅡ
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S d i
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Fig.2-2 且 r e strictio n e nzym e n ap of pFANIOl. The chim e ric
pla s mid which consists of pUC19and the Sa乙I Kn
r
fr agm e nt ofRtsl w a sdesign ated pFANIOl. The pla s mid
co ntaining the oppo site o rie ntatio n of SaLI 伽
r
fr agm e nt 鵬 S de sign ated pFANIO2. The n u cle otide
s equ e n c eis n umbe r ed in 馳 sta rting at the Sa乙I site
adja c e nt to the ptJC19Eco別 site.
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2 - 4 pF AN且0且とpFAN且02 のTsg
pF ANIOl と pFANIO2の Tsg を換 謝 す る ｡
実 験 方 法
各 プ ラ ス ミ ドを 含 むE. c oil 20S Oは抗 生 物 質 とM9 minim al m edia
(5.95g/1 NazHPO4､ 3.Og/1 紺2P O. ､ 0.5g/l NaCl､ 1.8g/1 N H.Cl､
0.2 6g/1 MgSO4 ･ 7H20､ 4.Og/1 Glu c o s e､ 5mg/l Th ia min eHCl)で
32℃ で 一 晩培 養 し た ｡ 一 晩培 養 し た 培 養液 は 1/1,000 希釈 し ､ 新 し
い5nll の M9 minirn al n edia で32
.
C ま た は42℃ で 培養 し た ｡ 各時 間
毎 に Optic al De･n si ty を 540n m で 軸定 し た ｡
結 畢
Fig. 2-3 は pFANIOlと 102が E. c olt 20S O の申 で Tsg 表現
型 を持 つ こ と を示 し て い る . 42℃ で の pFANIOl と102の 増殖 速 度
は 32℃ に お け る 速 度 の 1/5 - 1/10 で あ る こ と が こ の 図 か ら 読 み 取
れ る(F ig. 2- 3A)｡ pFA NIOl あ る い は 102 を含 む だ. c o乙i 20SO の
増殖速 度 は32 ℃で す で に 十分 阻害 さ れ て い る ｡ し か し な が ら ､ こ の
阻害効果 は42℃ に お い て さ ら に 顕 著 で あ っ た o 一 方 ､ カ ナ マ イ シ ン
耐性遺 伝子採 有 の R tsI Ba舶Ⅰ断 片 (E 衛 片) を含む pTK301 ある い
は pt)C19の よう な プ ラ ス ミ ドを持 つ E. c oLi 20SOセ は温 度効 果 は
見 い だ せ な か っ た(Fig. 2- 13B, D)｡ E 断 片 は SaLI カナ マ イ シ ン 耐
性 断片 を含 ん で い る が(F ig.2- 1参 照)､ こ れ は宿 主大 腸 菌 に 対 し Tsg
- 42 -
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Fig. 2-3 Tsg phe n otype of v a rio u spla s mids in E. c o乙i
20SO. Overnight c ultu r e s w e r ein c ubated at32℃
With a ntibiotic s in H9 minim al m edia (5.95g/I
NazHPO4, 3.0 g/1 En2PO4, 0.5g/1NaCl, 1.8 g/I NH4Cl,
0.26g/1 MgSO4 ･ 7H20, 4.0g/I Glu c o s e, 5 mg/1 Thia mine
HCl). They w e r ein o c ulated at a c o n c entratio n1/1000
of the o v e r nightc ulture into 5ml offre sh M9 minim al
m edia a nd in c ubated 榊ith shaking at32 ℃or42℃.
Optic al de n sity 舶 S m e a sur ed a
-
t 540nm.
A) △ ･,pFANIOl, A ;pFANIO2,
ち) ロ ;pTE301 (pUC19＋8mHIEmr fr agm e nt of R上s 1 (E
fr agm e nt)), *;pTE401(pUC19 ＋2.8Kb nyc ge n e).
C)
D)
▽ ;p門556,
㊨ ;pUC19, × ;E. c olt20SO ha ving n opla s mids｡
( - ) ; Gr o wthat32℃ , (- - -); Gr oplthat42
.
C.
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を発現 さ せ な か っ た (Fig｡ 2- 3B)｡ こ れ は E 断片 の 中 に Tsg 発現
の 阻 害断 片 が 存 在す る こ と を示 して い る ｡ 一 方 ､ E断 片 と控tsI Ba mn I
断 片 (D, G 断片) を 含 む･mini Rtsl プラ ス ミ ド pF¥556は Tsg を
発 現 し た (Fig. 2-3C) ｡ こ れ は E 断 片 の 中 の 阻害 断 片 が R tsl の
D と ′(あ る い は) G 断片 の ど こ か に あ る 他 の 断 片 に よ り抑 潤 さ れ て
い る こ と を示 し て い る ｡ Sa乙Ⅰカ ナ マ イ シ ン 耐性 断片 の よ う な小 さ い
サ イ ズ の D柑Å を持 っ て い る pUC19 がTsgを起 こ す の か も し れ な い ､
と い う 可 能性 を排 除 す る た め に ､ pUC19 の 申 に 同 じ よ う な 大き さ の
MC29v 一 仇yC遺伝 子(2.8Eb) (42) を組み 込 ん だ ｡ Fig. 2-3B に示 す よ
う に ､ こ の プ ラ ス ミ ド(pT E401)は Tsg活 性 は な か っ た ｡ ま た ､ SaLI
カ ナ マ イ シ ン 耐性 断片 に よ る Tsg発 現性 は pU C19の み な らずpBP322
に お い て も見 い だす こ と が で き た(data n ot sho 川n)｡
2 - 5 考 察
寺取ら は 良tsl か らニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 処 理 に よ る deletio n 誘
導 路pTM20を作成 し た ｡ そ し て ､ こ の pTW20 の 6 つ のEc oRI断 片 を
別 の プ ラ ス ミ ド の 中 に 組 み 込 ん だ ｡ こ れ ら の 誘導 体 の な か に は Tsg
を発現 す る もの は ひ と つ も見 い だ せ な か っ た(47)｡ 更 に ､ こ れ ら の
誘導体 の 1 づ を SatI で切 断 し た時 ､ カ ナ マ イ シ ン 耐性 断片 を 1 つ
得 た ｡ し か し な が ら こ の カ ナ マ イ シ ン 耐 性 SaLI断 片 は本 章 の デ ー
タ ､ あ る い は飯 田 ら に よ っ て 得 られ た 断 片(46)よ り 小 さ か っ た(2.4
Kb) (参 照 Fig. 2-1)｡ Rtsl の カ ナ マ イ シ ン 耐 性遺 伝 子 は 部分 的 に
は シ ー ク エ ン ス さ れ て い る が(48)､ 部 分 的 な シ ー ク エ ン ス で は ､ カ
ナ マ イ シ ン 耐性 を示 す 明 ら か な コ ー ド領 域 に は触 れ て い る がTsg 発
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現性 に 対 し て は何 も 述 べ て は い な い ｡
と こ ろ で 前 節 (Fig. 2-3C) に 示 し た p門556の G 噺片(ll.3捉b)
は 現 在 ま で の 所 pBfZ32 に ク ロ ー ン す る こ と に 成 功 し て い な い
(data n ot sho 糾n)｡ こ れ は ､ こ (t)断 片 に 致死(?) 遺 伝子が 存 在す る
可能性 を示 す ｡ こ の 断片 が Tsg に 関 し何 ら か の 係 わ りを持 っ て い る
こ と も考 え ら れ る ｡
一 方 ､ E 断 片(21.5K b) をpUC19 に ク ロ ー ン し た も の 披 Tsg を示
さ な い に も か か わ ら ず ( 前 節Fig. 2-3B)､ こ の 断 片中 の Sa乙IEnr断
片(3.65Kh, F ig. 2- 3且)はTsg 発 現をす る ｡
こ の こ と は E 断片 申 に Tsg 発現 の 阻審 断片 が 存在 し て い る こ と
を示唆 す る ｡ ま た E 断片中 の 阻害 断片 が ､ Rtsl の DとG 断片 (あ
る い は ど ち ら か 一 方)の 遺 伝子( 群?)に より 抑制 され ､ pFY56 で は
再び Tsg 発現 が 起 こ っ て い る ｡ よ っ て R tsl の Tsg 発現 は非 常 に
複雑 に 制御 さ れ て い る と 考え ら れ る ｡
--4 5 -
第3章
D N A塩基配列中メ チ ル ア デ ニ ン
の水酸柁ナ トリウ ム による
開裂抵抗
3 - 1 はじめ に
第1章及 び 第 2 章 で R tsl の 温 度感 受 性表 現 の う ち Td iと Tsg
に つ い て そ れ ら の 性 質 を支配 す る DNA断 片 を そ れ ぞ れ 同定 し た ｡ こ
の う ち Tsg は3.65E b の断 片 で あ る ｡ し か し な が ら ､ 弟 2 章 2-5節
で 記 し た よ う にTsg は他 の 断 片 と の 関与 な ど 複雑 な機構 が 働 い て い
る と 考え られ る ｡ ま た ､ 第 1 章 で 述 べ た よ う に R tsl の Td i活性 は
b
'
断片( 約800bp) 申に 存 在 す る こ と が 明 らか と な っ た の で ､ Td i
の 機 構を更 に 解 明す る た め に こ の 断 片 の DN 且塩基 配列 決 定 す る こ と
に し た ｡ こ の 断片 に 含 ま れ る 塩 基 を Be n ciniら(49)に よ り 改良 さ れ
た凹a x a m- G ilbe rt I)N A塩基 配 列法(50) を 用い て 決 定 し た ｡ DN A塩基 配
列決 定 に お い て 永 酸 化 ナ.ト T) ウ ム に よ る A>C関裂 反応 中 ､ 塩 基 分析
に 関 す る 新 知見 を得 た の で 本 章 に ま と め る ｡ DNA の四 つ の 共通 な 塩
基 に 加 え て ､ Nム ー メ チ ル ア デ ニ ン や5- メ チ ル シ ト シ ン がpr oka ryotic
細 胞や e uka ryotic 細 胞 の 多 く の 種 類 の DN且の 中か ら見 い だ さ れ て
き た(51,52)｡ DN且塩基 配 列中 5
'
G旦TC3
'
の 中 の ア デ ニ ン は da 仇(DN A
ade nin e m ethyla s e)に よ っ て メ チ ル 化 さ れ る ｡ そ し て 5
'
c c(A/T)G
G3
'
に お け る 内部 シ ト シ ン は dc れ(DNA cyto sin e m etbyla s e)に よ っ
て メ チ ル 化さ れ る (53, 54)｡ 以前 ､ 大 森 ら (55) は DⅣA塩 基 配列
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に お い て 5- メ チ ル シ ト シ ン が シ ト シ ン や チ ミ ン よ り ヒ ド ラ ジ ン
に 対 し て 反 応 性 が 低 い こ と を 見 い だ し て い る ｡ そ の 結 果 ､ Maxa m- -
G ilbe rt s equ e n cing法 で そ の 塩基 に 対応 す る バ ン ドが消 失す る と い
う こ と が 起 こ る ｡
メ チ ル 化 ア デ ニ ン の 検出 の た め に ､ ア イ ソ ス キ ゾ マ - (iso schト
1 0 m e r･ ･ ･同 一 の 組 織 部位 を持 つ 異 な
一
る 制限 酵素) 酵素の セ ッ トが 使
わ れ る ｡ 例え ば ､ D帥Ⅰは ア デ ニ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る と き の み
GATC塩基 配列 を切断 す る が ､ 舶oⅠ はメ チ ル 化 ア デ ニ ン を持 つ 同 じ
塩基 配列 を切漸 で き な い ｡ 一 方 ､ Sa u3AI はメ チ ル 化 の 有 撫 に 関わ り
なく こ の 塩基 配列 を 織別す る こ と が で き る(52). さ ら に ､ Nb - メ チ
ル ア デ ニ ン に 起因 し て で き た 特異的 抗捧 を使う こ と で も娩出 で き る
(56, 57)｡
水 酸化 ナ ト 7) ウ ム を A>C 間 髪反 応 と して 用 い る 門a x a m- Gilbert
法 で は ､ 修飾 さ れ た ア デ ニ ン が は っ き り と し た反 応を示 さ な い と い
う こ と を見 い だ し た の で こ の 章 で そ の 詳 細 に つ い て 述 べ る ｡ 結果
It
し て ､ メ チ ル 化 され た ア デ ニ ン は漕 い バ ン ドと して 現 れ ､ シ グ ナ ル
の 強産 も非常 に 弱 い も の と な る ｡ GAT C塩 基配列 を持 つ DN且 を DN 且
m ethyla s eを持 っ て い る E. c oLi J MIOlと ､ 持 っ て い な い GM48で
複製 し ､ そ の 塩 基配 列 パ タ ー ン を比較 す る こ と に よ っ て こ の 独特 な
強度 を示 す バ ン ドが G ATC塩 基配列 の な か の Nも - メ チ ル ア デ ニ ン に
よ る も の で あ る こ と を 明 ら か に す る こ と が で き た ｡
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3 - 2 G ATC塩基配列の A>C開裂反応
Ma x a m- Gilbert Be n cini 改良 法 に よ る DNA開架 パ タ ー ン とSange r
法 (d ide o xy法) (58)に よ る b 漸 片 の DNA塩基 配 列 を比較 す る ｡
実 験 方 法
1) DNA の鋼 製 : E. c o乙i JMIOl(59) (Table 4-1)の 申 に プ ラ ス ミ
ド pN E165(Table 4-1) を増殖さ せ る こ と に よ っ て Rtsl(1, 60) の
Pv7LIIか ら Hi)aI ま で の メ チ ル 化 さ れ た b2断片 (Fig. 4- 1 参 照)
を含む DN且 を第1 章 ト2節 に よ る 方 法 で 謝 饗 し た . Rtsl の b之 断
片(538bp) は Hind II(Bo ehringe r Ma n nheim)､ Nr uI (Ne wEngla nd
B iolabs) ､ Pv uII(Bo ehringe rMa n nheim) を用 い て pN R165 (b＋pBR
322; 第 4 章 Table 4-1) を制限 辞 素消 化 する こ と に よ っ て つ く り ､
NA45 m e mbr a n e s(S良S) を用 い て aga r o s egel か ら分 離 し た ｡
single str a nded DN Aを得 る た め に b2断 片 を M13mp8(N酬 Engla nd
Biolabs)あ る い は M13rnp9(62)に サ ブ ク ロ ー ン しJMIOlで 増殖 さ せ た ｡
2) DN 且塩基 配列 決 定法 : b2断片 の 約 3jLg を Calf inte stin e
A lkaline pho sphata s e(Bo ehringe r Ma n nheim)に よ りDNAの 5
'
末端
をOB基 に 処 理後 〔T 3 之p〕 一 見TP ( 3,0 00 Ci/m m ol ､ Ne 榊 Engla nd
Nu cle ar)と T4 polyn u cle otide k in a s e(PL Bio chem) と に よ っ て5
'
榔 を末端 ラ ベ ル し た(50)｡ ラ べ )i, さ れ た 相 補鎖 を8
o
i polya c ryla mide
slab gel(30×40×0.16c m)で320V13hr電気 泳 動 す る こ と に よ り 分離
し た
｡ こ の DN Aを N A45m e mbr a n e sに 移 行 さ せ 高 塩 分 に よ っ て 抽 出
し た ｡ DNA塩基 配列 決定 は化 学 的分 解法 とBe n ciniら に よ る ブ タ ノ ー
- 4 8 -
(a)
G A TC A>C C
A
A
T
T
G
C
T
C
C
A
C
T
e
A
G
C
A
A
G
T
A C
(b)
G T
Tc
A
G
A
g
c
A
C
T
C
,G
㌔
Fig. 3-1Auto r adiog柑ph of pa rtial s equ e n c eladde r s of the
b2 'fr agme nt of RtsIDNA. a; The a r r o win the A>C
la n eindic ate s afaint ba nd du eto m ethylated ade nin e
(m eA) in the 5
'
G且TC3
'
s equ e n c e. The Be n cini
m odific atio n(49) of Ma x a m a nd Gilbe rt s equ e n cing of
5
'
(3 2pト1abeled DNA. Ele ctr opho r e si去wa s r unfo r4.5
hr at70” in a n85 crn gel. b; Sa n岩e r s equ e n cing of
the s a m e str a nd a sin Fig. 3-1a. DN且叫a Slabeled by
α
3 5s-dATP. The a r r o 帥indic ate sthe s a m eba s eA a sin
Fig.3-1a a nd the s olid dots sho wthe s eqtle n C eladde r s
fla nking the G且TCs equ e n c e. Ele ctr opho r e sis w a s4hr
at50帥 a nd the gel le ngth叫a S40c m.
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)LJ抽 出方法 を行 っ た(49)｡ Fig .3-1aに 示 し たC反 応 はMaxam G ilbe rt
応 用法 を用 い て 行 っ た ｡ s equ e n c elad de r は 15完 あ る い は 6完
polya cryla mi de(30×40×0.04c恥 18×85×0.04c m)の 電 気 泳動 に よ
っ て 待 た ｡ 同時 に b之断 片 は[α 3 5s]一 色TP(600Ci/m o1, 且m e r sha m)
と E/ c o乙i DⅣA ポ 7)メ ラ ー ゼ Ⅰ(E le n o 叫fr agm e nt､ B 臥) を用 い る
Sa nge r法 に よ っ て も塩基 配 列決 定 し た(58)｡
結 果
Fig. 3- 1 に RtsI DN A b2断片 の o n e str and の部 分的 な 塩基 配 列
パ タ ー ン を示 す ｡ Fig. 3- 1aで は 且>C レ ー ン 申 に 矢 印で 示 し た 部 分
に か す かな バ ン ドが 現 れ て い た ｡ G＋A レ ー ン で は 対応 す る 部 分 が 強
い シ グナ ル を示 し･て い た ｡ 修飾 さ れ て い な い A に対 す る sign alは
G バ ン ドよ り か なり 強 か っ た ｡ こ の よ う な バ ン ドが 現 れ た 場 合 ､ 対
応 す る 塩基 の 決定 は 非常 に 困難 で あ る ｡ こ の バ ン ド の 塩 基同 定 を 明
瞭 に す る た め ､ 同時 に Sange r s equ e n cimg を行 っ た; そ の 結 果 こ の
塩基 は G では な く A であ る こ と を示 し て い た (Fig . 3- 1b)｡ こ の
塩基 配 列 を 更 に 確 か な も の と す る た め に c o mple m entary str a nd
(相補鎖)のs equ e n cingを行 っ た ｡ そ の 結 果 ､ 対 応 す るc o mple m e nta ry
塩基 は T と同 定さ れ た(Fig. 3-2a)｡ そ の 後 ､ 一 連 のDNAs equ encing
に お い て ､ こ の 紛 ら わ し い 反 応 を示 す塩 基 Aの 例 が さ ら に 2 つ 確 認
さ れ た( 第 4 章､ Fig. 4-2参照)｡ 実 際 ､ Ga r off や An s o rge に よ る
s equ e n c eladde r の 実 験報 告 も塩 基 且 に お い て 同 様 の 弱 い シ グ ナ ル
を見 い だ す こ と が で き た( 参 照Fig. 4 p.455(64))｡ こ れ ら の す べ
て の ケ ー ス に お い て 且シ グ ナ ル の 嘩少 は再 現性 良 く見 ら れ ､ そ し て
5'GATC3' 塩基配 列 の A にの み 起 き て い た ｡
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3 - 3
メ チ ル化 したb2DNA断片と非メ チ ル化した
b2断片のA>C開裂反応め比較
3-2 節 に お け る 結 果 は DNA塩基配列 分析 の こ の 現 象が ア デ ニ ン 残
基 の メ チ ル 化 に よ る もの で は な い か と い う こ と を示 して い る ｡ DN A
の ア デ ニ ン に お い て 生 ず る 唯 一 の 修飾 は Nも - メ チ ル ア デ ニ ン で あ る
(51,52)｡ Ba ckm a n(65) は ､ す べ て の 正 常 な E. c oLi 株 辻 5
'
G且
TC3
'
塩基配 列 申 の ア デ ニ ン を メ チ ル 化 す る メ チ ラ ー ゼ を持 っ て い る
と報 告 し た ｡ 前 節 で 述 べ て き た A>C 開繋 反応 申 に お け る A シ グナ
ル の 城少 に ､ メ チ ル 化が ど の よ う に 関 与 して い る の か を調 べ る た め
に ､ da 机 (DNAade nin e m ethyla se) が 欠 乏 して い るE. c o乙i GM48を
宿主 と し て 非メ チ ル 化 b2 DNAを鋼 製 し た ｡
実 験 方 法
メ チ ル 化 bz 断片 は 3-2 節 と同 一 の DN且を使用 し た ｡ 弗メ チ ル
化 bz 断 片 時 DN Amethylas e def icie nt株 だ. c oli (G M48(a .
Ba chm ann) (61))に pN K165を形栄 転換 し作 成 し た ｡ 各 D N且断 片 の
3
'
end を te r min al de o xynucleotidyl tr a n sfe r a s e(Amersham) と
[α 3 2p] dideoxy ATP( [α 3 Zp] ddAT P､ 3,0 00Ci/n m ol､ 且m e r sha rn)
に よ り ラ ベ ル す る(63)､ 更 に 3-2 節 に 記 述 し た 方法 で 単韓 D NA に分
離 し ､ NA45membrane で 抽 缶後 ､ Bencini法 に よ る DN A化学分 解法
を行 い polya c ryla mide で 電 気泳動 し た ｡
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Fig･ 3-2 Co mpa ris o n of D馳 s equen cing patte r ns
s u r r o u ndig the 5
'
GATC3
'
s equ e n c eof m ethylated(a)
and u n m ethylated(b) pNAs . The b之 fr agm e nt w a s
labeled with 3 Zp at the3
'
end a nd the str a nds w e r e
s epa r ated. Tw ofa st m o ving c omplerne nta ry str a nds of
the s sD河且 sho柑m in Fig. 3- 1 we r e s ubje cted to
s eqtl e n Cing by the m ethod of Be n cini et al. (49).
Ele ctropho r e sis w a s r u nfor 3 2/3hr in a40c m gel
at 50 机 The lette r s o nthe ladders ir)dicate the
c o r r espo Tlding ba s e s. The a r r o 鵬indic ate ade nine in
the 5
'
GATC3' s equ e n c e. *;The co mple m e nta ry bas e T
of the m ethylade nine in Fig.3-1a.
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結 果
井メ チ ル 化 DNA に 塩基 配列 関空 反応を 行 っ た 噂 ､ ､ 先 の GA TC塩 基
配列 に お い て 故 弱 な シ グ ナ ル を示 し た A 塩 基が 今回 は 通常 のA塩 基
の よう な 強 い シ グ ナ ル 強度 を示 し た(Fig.3- 2b)a da m' 株 J MIO1よ り
得 ら れ た コ ン ト ロ ー ル の DN 色は 一 貫 し て ､ s equ e n c elad de rに お い
て A シグ ナ ル の 減少 を 示 し た ｡ 土れ ら･の 知見 よ り.､ 水酸化 ナ トリ ウ
ム に よ る A>C 開裂 反 応 に お い てGATC 塩 基配 列申 の メ チ ル 化さ れ た
A は罪 メ チ ル 化 且 より 反応性 が 少 な い と 結論 し た (F ig . 3 - 2a)D
そ の た め メ チ ル 化 さ れ た Aに 対 す る バ ン ド シ グ ナ ル は著 しく 城少 す
る ｡ メ チ ル 化 の 状 態 に よ っ て GAT C部位 は is o s cbiz o m e r酵 素 に 異
な っ た 反 応 を 示 す ｡ 実 際 ､ JMIOl か ら得 ら れ た DN且は ､ DPnI
(Bo ehringe r Mannheim) やSa 比3AI(Ne w Engla nd Biolab)に よ っ て 切
断 さ れ る が 舶oⅠ(Bethe sda Re s e ar ch Lab.)で は切漸 さ れ な か っ た o
一 方 ､ GH48か ら得 ら れ た DNAは舶 oⅠや SatL3A
■
一 に よ っ て は 切断 さ れ
る が D帥Ⅰ に よ っ て は切断 さ れ な か っ た(data not sho w n)o こ の こ
と か ら も弱 い 関空 反応 を示 す (よ っ てA >C反 応 申で 関空抵 抗性 を示
す)ア デ ニ ン バ ン ドがNム ー メ チ ル ア デ ニ ン で あ る こ と が確認 さ れ た ｡
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3 - 4 考 察
水酸化 ナ トリ ウ ム に よ る Nb - メ チ /｢ア デ ニ ン 関空 反応 の 械 構 は 非
常 に 複雑 な も の で あ ろう ｡ 一 般 に プ リ ン の C6 位 の 電 子供 与性 が グ
J
ア ニ ン の C6 位 の そ れ と 同 じ 位 強 い 時C8位.の n ucleophilic atta(:k
が 抑 え られ る ｡ 一 方 ､ グ ア ニ ン の オ キ ソ 基 が例 え ば ア デ ニ ン の･ⅣH之
の よ う な よ り 渇 い 電子 供 与基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る な ら ば 開 繋 は
且>C 反 応 に お い て C8位 に お こ る(66)｡ ア デ ニ ン の Ⅳ6位 の メ チ ル 化
が なぜ C6位 の 電 子供 与 性 を増 加さ せ る の だ ろう か と い う こ と ､ ま
た そ れ 故 な ぜ C8 位 の 開繋 が 減 少 す る の だ ろ う か と い う こ と は 容 易
に は解 明で き な い ｡ Obm o riら(55)は水 酸 化 ナ トリ ウ ム 反 応 に よ っ て
Nム ー メ チ ル ア デ ニ ン と 非 メ チ ル 化 ア デ ニ ン を 区別 す る こ と は で き な
い と述 べ て い る が ､ 本章 の 実 験 に お い て 明 らか な よう に 両者 を 区 別
す る こ と は 十分 可 能 で あ る ｡ 考 え られ る 理由 は彼ら の 反 応 の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 時間 と温 度 が 本章 の 条 件(10min ､ 90 ℃) よ り か な り 強
い た め か と 思わ れ る ｡ こ の た め ､ 彼 ら の 反応 は完全 に 進行 す る た め
両者 を 穂 別 で き な い と 考 え ら れ る ｡ こ の 章 の 結 果 で 述 べ た よ う に
DN A の5
'
GATC3
'
塩 基配 列 に お け る Nも ー メ チ ル ア デ ニ ン の 存 在 は 速
や か に 検 由さ れ る ｡ し か し な が ら ､ 注 意 し な け れ ば な ら な い こ と は ､
従 来 の 化 学反応 デ ー タ(66)と は対 照 的 に NaOfl を用 い たA>C 関 空 反
応 に お い て 時 々 Gが 薄く 現 れ る と い う こ と で あ る ｡ こ のG によ り得
られ た 漕 い バ ン ドが 修 飾 さ れ た Aを 示す も の と 誤認 す る 可 能性 が あ
る ｡ こ の よう な 混乱を避 け る た め と 更 に こ れ ら を含 む 塩 基 の 確 実 な
同定 をす る た め に 相補 鎖 の 塩 基配 列 関空 を 行う こ と が 1 つ の 方法 で
あ る ｡ da m メ チ ル 化 の 生物 学的 意 義 に つ い て は い ろ い ろ と 考 え ら れ･､
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現在 ､ DN Aは メ チ ル 化 に よ っ て 制服 攻撃 に 対す る 不 活性を持 つ と 考
え られ て い る ｡ ま た ､ こ れ は DNA複 製後 の ミ ス マ ッ チ 修復(p o s h
r eplic atio n mis m atch r epair)の た め の シ グ ナ ル と し て 存 在 す る
(67, 6 8)｡ 近年 の 研 究 で 披 ､ da m.m ethyla s e酵素 は Ente r oba cte ･-
ria c e a eに 近 い 関 係 に あ る バ ク テ リ ア の 種 に の み 存 在す る こ と よ り
最 近 に な っ て 進 化 し た 生 物 に 見 い-だ さ れ る と 報 告 さ れ て い る
(69)｡ そ れ 故 こ の 酵 素機 能 は ､ こ れ ら の 生 物 に 特 有 な あ る 梗 の 機能
に 射 し 必要 で あ る と 思わ れ る ｡ た と え そ の 機能 が なん で あ れ ､ こ の
新 た な 知見 は DNA中 の メ チ ル 化 ア デ ニ ン の 同 定 に 有用 で あり ､ 特 に
he mim ethylated DN A( 一 方 の 蛸 の み が メ チ ル 化 して い る 2 本鎖DNA)
の 同 定 に 有効 で あ る と思 わ れる ｡
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第4章
T dil苗性断片のD NA塩基配列決定
とTdi発現の機構
4 - 1 は じめ に
第1章で R tslの 温度 感 受性 プ ラ ス ミ ド脱 落 を起 こ す断片 は約800
bp(0.5 M dal)の 領域(b
'
断片)に あ る こ と を示 し た ｡ こ の 牽 で は ､ 更
に Tdi の機構 を解 明す る た め に ､ こ の b' 断 片 の D NA塩 基配 列 を決
定 し Tdi尭現 の 機儒 を更 に 検討 し た ｡ b' 断 片 中 に は翻 訳 や転 写開 始
シ グ ナ ル と と も に い く つ か の ope n r e ading fr a m e(O肝E) が 見 い だ
さ れ た が ､ そ の 中で も ORFI は Mr=1.6,0 00の タ ン パ ク を コ ー ド し て
い た ｡ ま た ､ こ の ORF の 前 に は Ch is equ e n c e(70) が存 在し た ｡
0 肝Ⅰタ ン パ ク と Cb is equ e n c eが T di表 現 の 発現 に 重要 な 役 割 を
し て い た ｡ 加え て b' 断 片 を含 む pB R322は 組 換 え の 起 こ り に く い
Re c且 大腸菌 中で Td iの 発現 は 示 さ な か っ た ｡ な お ､ 現 在 ま で に R ts
l の う ち DN 且塩 基配 列 の 知 ら れ て い る 領 域 は DNA 複 製(71)､ 不和
合性(24)と カ ナ マ イ シ ン 耐性 の 一 部 の 領 域(48)で あ る ｡ こ れ ら す べ
て 合 計 し て も 3Ebほ どで 約 20 Kb の 良tsl か らす る と 1.5完 は ど
に 過 ぎ な い ｡
こ の 章 で 使用 し た 大 腸菌 ､ フ ァ ー ジ ､ プ ラ ス ミ ド は Tab】. e 4･ ･1に
示 し た ｡ ま た ､ M13mp8 と mp9 (62)と M13seque nqing ki tは New
Engla nd Biolabs 社 の も の を使 用 し た ｡
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Table 4- ･1
Bacterial str ains, phage a nd pla s mids
str ain, phage Ge n otype, cha r a cte ristics So u r c e,
o rpla s mid Refe r e n ces
E. cold strain s
20SO
Nat
NA3
N舶5
JCIO240
JMIOI
JC5412
JC7729
x984
Pbage and
F
‾
, t九il a r a
-13, La L:Z43, mg卜50, gaLP63,
批LAl, xyl-7 軌t卜2, ri)su 35l
‾
s uPE44.?
As 20SO but r e cA56
As 20SO but thy
As 20SO but r e cB21
hfr, t九r-3M , γe cA56, s γ卜3tV: :TnlO, γelAl
A(tact)r o=hi, s uPだ/F
'
tγaD36,Pr oAB
乙a clq La cZ△甜15
技fr, γe cB21, t九r3t机 itv318, st)c3 M
F
‾
, r e cB21
tゆE9829
'
,
れinA, 如 vE,
pla s mids
T4pbage
pBR322
pFK896
pNElll
pNK165b
pMAIOl
pMA201
pMA302
pMA401
pMA411
pnA501
pMA601
st)c815 his327 Le比- la n,
1a c- , strR321 S11
1
i)dxC nine, れet
ge ne2 a mber m utant
E. c olipla s midc ar rying AP
T
, Vc
r
The FIB fragm e nt of Rtsl a nd pB舶22
The b
'
fr agment a nd pBf232 Ap
r
(45, 72)
This chapte r
This chapte r
This chapte r
也.Bachn ann(73)
(59)
a.Ba cbm a n n(74)
E.Goldbe rg(75)
A. Sboji(76)
E.Goldbe rg(75)
(12, 13ま 77)
(8m LHⅠsite)Apr (60)
(60)
A
.
de rivative s of pNR108(51) which c o ntains
the b
' fr agm ent in pBR322. This plas mid ha s
an additio n alEc o削 site at the Av al site of
The b
'
fragm e nt a nd pB官32 (atPvtLIIsite)
The b, fr agm e nt and pBP322(atPv uIIsite)
The b2 fr agm e nt a nd pBR32 (atP悦ⅠI site)
The ORFs r egio n of the b
'
fr agm e nt and
pBf23 2 (atPv7LII site)
chia nd the ORFs r egio n of the b
' fragm ent
a nd pBR322(atP批ⅠI site)
The ORFs a nd tailr egior ”f the b
'
fr agm ent
and
The
(at
pBR32 (atPvtLIIsite)
b
'
A(15 ト304) fragm e nも a nd pB宜322
PvuIIsite)
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T his pape r
(78)
pNKIO8
This chapte r
This chapte r
This chapte r
This chapte r
This chapter
This ctlapte r
This chapte r
pMA801
pHA4102
The b3
the b
'
The b
'
fragm e nt, 0 肝s a nd tailr eg主o n of
fr･agm ent and pB始22(atPvILIIsite)
fr agm e nt ha ving irlS e rtio n of Cat
betw e e n436and◆437for fr a m e shiftof ORFI,
a nd pBR322(atPv uII site)
This ch叩 ter
This chapter･
a H is DN且fr agn entde riv ed fr o mBad ldige stio n ofRtsIDNA. 1t ha s
m ole c ula r siz e of9.1Kb(5.6 Mdal) and c o ntains tdi.
b This de riv ativ eis m ade fo rthe pu rpo s e ofin s e rting the b
'
fr agrn ent
into the M13v e cto r.
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4 - 2 b' 断片のDN A塩基配列の決定
実 験 方 法
b
'
断 片 は最 初 Hi)aI で b2 と b3の サ ブ フ ラ グ メ ソ ト に 切断 し て 更
に 制限 酵 素で い ろ い ろ な 断片 に 分 けて Fig. 4- 1 に 示す戦 略方法 に
よ り DNA塩基 配列 を 決定 し た ｡ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 方 法等 は 第1章
ト2､ ト5 に 記 し た ｡ ま た ､ D NA塩基 配列 の 決 定 に つ い て は第 3 章 に
示 し た 方法 [5' ま た は3' ラ ベ ル 後Bencini.法 に よ る 化学 分解法(49)､
IO O 2 0 0 50 04 0 0 5 0 0 60 0 7 0 0 8 0 0
=
⊂】
>
<
=
【コ
Cl
工 至宝 妻軍 至宝至 言
b5 b2
b
′
◎ 叫
- - - - - -(〕
ヰ ー ー ⑳
Fig. 4- 1 rZestriction enzyme m ap a nd s equ e ncing str ateg y
of the b
'
fr agm e nt (786bp). Nu mbe r s sho 帥bp le ngth
sta rting at the Av al site. Ar r o w sindic ate the
dir e ctio n a nd e xte nt of the s equ e n cing r e a ction :醜 ,
Sa nge r(58) m ethod; ㊨, 5
'
e nd labeling; ○ , 3
'
e nd
labeling by the Be n cini m ethod(49). The dotted lin e
indic ate s a r egio n which w a s n ot r e ad du e to
te cbnic al diffic ulty.
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ま た 披 dide o 又y Chain te r min atio n(Sa ngeT法(58) )] に より 行 っ
た ｡
結 果
b
'
断片 の DNA 塩 基配 列 の 結 果(786bp)は Fig. 4- 2 に 示 し た ｡ b'
断片 は相対 的 G＋C 含 有率 が 低く47完で あ っ た ｡ ち な み に Rtsl は他
の 天 然 に 慶 す る プ ラ ス ミ ドよ り G＋C 含有 率 が 低 い(45%)と い う こ と
が 後藤(79)らに より 報 告 さ れ て い る ｡
更 に 重要 な こ と は ､ 6-13 の 位置 に o cta n q cle oti de･ で あ る 5' -
GCTGGT G3
'
の 塩 基配 列 が あ り ､ こ れ は Ch is equ e n c e(80) と 呼 ば れ
最 初 に ラ ム ダ フ ァ - ジ 変異 株 よ り 見 い だ さ れ た 通 常 の DhTA組換 え に
お け る シ グ ナ ル と･考 え ら れ て い る も の で あ る ｡ Chi. s eque nce は現 在
ま で に 塩 基配列 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド DN Aの う ち で は 報告 さ れ て い
な い ｡ こ の b
'
塩 基配 列 を コ ン ビ 沈 一 夕 一 分折 す る と ､ Fig. 4- 2 に
示す 5 つ の ope n r e ading fr a m e(ORF) が 存 在 し た . す べ て の ORF
は S hin e- Dalga r n o配 列(81)と 転 写 開始 シ グ ナ ル (82) を 持つ ｡ こ れ
ら の 0肝 の う ち で ､ 1 17位 か ら開始 す る r e ading fr a m e､ 0肝 Ⅰ は
b' 中泉大 の タ ン パ ク(140ア ミ ノ 酸) をコ ー ド し て い る ｡ 0 肝T Ⅰ(39ア
ミ ノ 酸) は 2 つ の 終止 コ ド ン が 連続 し て い た ｡ O RFII l(37ア ミ ノ 酸)
と IV(28ア ミ ノ 酸) は ユ ニ ー ク で か な り 塩 基性 の タ ン パ ク を コ ー ド
す る 可能 性 が あ る ｡ ORFIV と 甘 (27ア ミ ノ 酸) は 且TG のか わ り に
GTG の コ ド ン で 開始 す る タ ン パ ク を コ ー ド して い て 大 腸菌 の 申で こ
の 開始 コ ド ン はま れ な た め 翻 訳さ れ る 可 能性 は 非常 に 少 な い ｡ b
'
断
片 の 1 つ の 鎖 中 に あ る こ れ ら の 0叩 に 加 え て ､ もう 一 方 の 相 補鎖
に は 4 つ の 0肝 が 存 在す る (78､ 65､ 52､ 3 6ア ミ ノ 酸)｡ し か し な
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Fig｡ 4-3 A po s sible str u ctu r e of the hypothetic al
tr a n s c ript of the b
'
fr agm e nt. Se c o nda ry stm ctu r e s
wer e pr edicted by the La r占o n- Me s sing pr ogr a m (83).
Fo r obtaining this figu r e, the follo 叫ing c o nditio n s
w e r e u s ed: the m a xim u mlo op siz e30, minim u m lo op
siz e 5, m a xim u m ste m siz e15, ninir m m ste m siz e10
a nd allo w able mis m atch 25%. - - - -r the -35 s equ e n c e;
-
, the -10s equ e n c eof the po s sible tr a n s c ript of
the b
'
fr agm e nt. ⊂= コ indic ate sthe initiatio n sign al
o rthe stop c odo n of ORFs.
が ら ､ こ の 鎖 は転写 開始 シ グ ナ ル を含ま な い の で 転写 さ れ る こ と は
考 え に く い ｡
Fig. 4- 3 は b
'
断 片 のn o n c oding鎖 と推 定さ れ る DNA鎖 の stem
a nd lo op 構造 の い く つ か の 可能 性 を示 す ｡ こ の 構 造 の 形 の 特徴的 な
点 は ､ す べ て の 5 つ の ORF の 各 翻訳開 始 コ ド ン が ste n か 1o op構
造 の 何 れ か に あ る と い う こ と で あ る ｡ 反対 に ､ こ れ ら の 0肝 の 翻 訳
終止 コ ド ン は O RFI Iを除く と stern や 1oop 領域 に は な い ｡ 転写 開
始 の 3 つ の シ グ ナ ル の う ち 2 つ は ste m に も 1o op に も見 い だ さ れ
な か っ た ｡
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4 - 3
b′ の機能 の発現 にお ける re cA及び
r e cBC D遺伝子の 関与
Ch is equ e n c eに よ る 組 換 え 促 進 は Re c且､ Re cBCD(84) 経 路で あ る
こ と が 示 さ れ て い る(70)｡ 後 の セ ク シ ョ ン で 述 べ る よ う に b
'
断片
中 の Ch is equ e n c eは T d i発 現 に 重 要 で あ る ら し い ｡ も し C b i
s equ e n c eが通常 の よ う に 械能 し て Tdi によ る プ ラ ス ミ ド脱 落 が 起 こ
っ た な ら ば ､ こ の Tdi表現 型 は Re cA と Re cB CD経 路 の 存 在 に よ る
もの で あ ろう と い う こ と が考 え ら れ る ｡ そ れ 故 に こ の 点 に お い て ､
2 つ の プ ラ･ ス ミ ド pMAIOlと pFK896 (60) を試 験し た ｡ こ の プ ラ ス
ミ ド は両 方 と も pB R32 の 誘 導体 で 各 々 b
'
ま た は そ の 母 体 で あ るH
断片 を持 っ て い る ｡
実 験 方 法
村Al の 構築 :E. c oLi 20S O抹 を JCIO240 (γe cA､ s γ乙::TnlO) (73)と
の 接 合 (c o njugatio n) する こ と に よ り Re cA m utat io n( 変異 株)が
導入 さ れ た ｡ 接合 物 は テ ト ラ サ イ ク リ ン(Tc ､ 25〃g/ml)と ス ト レ プ
ト マ イ シ ン(Sm､ 50〝 g/ml)の プ レ ー ト上 で 選 択 し ､ 更 に マ イ ト マ イ
シ ン c (100- 250 ng/ml) 含有 の プ レ ー ト 上 で 再 度 連 択 し た ｡ 得 ら
れ た株 は NAl と 命名 し た ｡
NA45の 構築 ;ど. c o乙i 20S O株 を JC5412(r e c8) (74)と 接 合す る こ と
に よ り 投e cB m utatio n が 導入 さ れ た ｡ こ れ に 先立 ち 20S Oを ト リ
メ ト プ リ ム (trim ethoprim 40〝g/ml) (85) で 処 理 す る こ と に よ り
20SO Tby
‾
株 を伴 製 し た ｡ こ の 20SO T hy
‾
(N A3) 株と JC5412抹を
- 6 4 -
Table 4-2
The Tdi phe n otype expres sed by the b
'
a nd ” fr agment is depe nde n七 on
官e c且 but n ot o n設e cBCI)
E. c o乙i ge n otype lo s s of pla s mids(%)
str ain/pla s mid 32℃ 41℃
20SO/pBR322
2dso/pFK896
20SO/PMAIOI
NAl/pBR322
NAl/pF絹96
NAl/PMAIOI
NA45/pB舶22
N舶5/pFK896
N舶5/p門AIOl
re cA十 re cBCD＋
r e cA十 r e cBCD＋
r e c且＋ r e cBCD十
r e cÅ
‾
r e c且
‾
r e c且
‾
r e cB
‾
recB
‾
r e cB
‾
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
3.5
1.9
0.5
0.0
99.2
99.9
0.0
0.9
0.0
3.8
78.7
10.0
接 合 さ せ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含有 の M9グ ル コ ー ス 培 地で 生育 さ せ ､
f2ecB 表現 は U V感受 性(86)と T4 phage の ge n e2
‾
株 (75) に よ り
換 謝 し ､ I2etB 表 現 20SO を NA45と命名 し た ｡
pB 官322､ pFIAIOl､ pF 好896 の Tr ansfo r n atio n 及び Tdia ctivi ty
の 珊定 は第 1 葦 に 示 し た 通り で あ る ｡
結 果
結 果 は Table 4-2 に 示す ｡
Td i発 現 は Table 4-2 に 示 す よ う に Pe cB 依存性 で はな か っ た ｡
NA45/pF鑑896(Re cB
-
) ま た は ⅣA45/pMAIOl(Pe cB
JL)は Re cB 依存 性 の
- 65 -
Td i発現 を少 し も示 さ な か っ た ｡ 一 方 ､ プ ラ ス ミ ド pMAIOl やpFX
896 は Re c旦 夕 ン バ ク の 存 在 な しで は非 常 に 安 定 で あ っ た ｡ こ の こ
と 披 N且1/pFE896(恥 cA
ー
)ま た 披 NAl/pM AIOl(Re cA
‾
) 中で 見 ら れ る ｡
そ れ 故 に Td i発 現 で Cb is equ e n c eの 介 入 の 可 能 性 は こ れ ま で 報
告 され て い る Ch is equ e nce 依存 の 組 換 え の 発 現 に よ る 表 現 と はか
なり 異 な っ た も の で は な い か と 考え て い る ｡
4 - 4 0 RFI産物の 可能性
4-2 節 の
.
実験 に お い て b' 断片 は9 佃 の O RFを コ ー ド し て い る こ
と を示 唆 し た ｡ し か し ､ F ig . 4-2に 示 し た も の と は逆 の 鎖(co mple -
m e nta ry str a nd)に は転写 開 始 シ グ ナ ル が み られ な い の で ､ Fig.41 ･2
に 示 し た b' 断片 の 鎖 に コ ー ドさ れ る と 考 え ら れ る 5 つ の タ ン パ ク
に つ い て こ こ で は 論 じ る ｡ こ れ ら の タ ン パ ク 栄 が 大腸 菌内 で 本 当 に
発現 さ れて い る か どう か を調 べ る た め に ､ プ ラ ス ミ ド p舶101を大
腸菌 minic ell(ミ ニ セ ル) で 分 析 し た o
実 験 方 法
ミ ニ セ ル 申 の タ ン パ ク 質 の 合成 : ミ ニ セ ル の 精 製 と 3 5s ラ ベ ル さ
れ た タ ン パ ク は Ro olら(87)の 方 法 に 多 少 の 改良 を加 え行 っ た . Td i
プ ラ ス ミ ドを含有 す る ミ ニ セ ル 産 生 菌 x984は 32℃ で 強力 に 曝 気
(a e r ation) し な が ら ､ LB培 地 中 で 一 晩培 養 す る ｡ す べ て の こ の 後
の ス テ ッ プ は4 ℃ ある い は丸 中 で 行う ｡ 培養 液 を 1,400g で15分間
遠心 後 ､ 19,000g で30分 間 逆心 し て 集 め ら れ た 上 浦 に ミ ニ セ ル か 収
- 6 6 -
焦 さ れ る ｡ こ れ ら の ミ ニ セ ル は生 理的食 塩 永 ･ ゼ ラ チ ン バ ッ フ ァ ー
級(76) 申に 5 - 2 0
o
/o の s u crose lin e a r- gradient で 1,600蛋 20分
間 遠心 す る ｡ 上 記 の 方法 を 4 固練 り返 し た 後 ､ ミ ニ セ ル は以下 の も
の を含 ん だ M9 培地に 懸 濁 さ せ る ;10jLg/ml のヒ ス チ ジ ン ､ イ ソ ロ
イ シ ン ､ バ リ ン ､ 1〝 gノmlの ア デ ニ ン ､ グ ア ニ ン ､ ビリ ド キ シ ソ ｡
懸濁 液 は OD(Optical Density)が-620n m で 0.2 に な る よ う に 鋼
製 す る ｡ 精製 し た ミ ニ セ ル 懸 淘液(10ml)は20分間32 ℃あ る い は41℃
で そ れ ぞ れ 前 イ ン キ エ ペ - ト す る o [3 5s] メ チ オ ニ ン は最終濃 度
2 〃C i/ml にな る よ う に 加 え ､ 3 2 ℃ ある い は41 ℃で90分間 イ ン キ エ
ペ - トす る ｡ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､ ミ ニ セ ル は 19,000g､ 30分 間
速心 し て 収集 し ､ 50p g/ml T) ゾ チ ー ム ､ 1mM NazEDTA､ 0. 脱 SD S で
熔菌 す る ｡ 涼菌 液 は 14,000 g で15分 間遠 心 し ､ 上 滑 は更 に 分析 す
る た め に 使用 し た ｡ ミ ニ セ ル 中で 合 成さ れ た タ ン パ ク 賀 の 分子喜 を
調 べ る た め に 15%SDS polya c rylamide ゲ ル 電気泳動 を使用 し た ｡
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ - は KODAE 芝AfL5フ イ ル ム で 行 い ､ 露 出 は ⊥
8 0℃ で 3 日 間行 っ た ｡
結 果
結果 をF ig. 4- 4 に 示す ｡
Fig.4- 4 に 示 す よ う に 分 子喜 17,500の 位 置 に 相 当す る バ ン ドが
観察 さ れ た (3, 4レ ー ン)｡ 0 肝Ⅰ は 大体 分子豊 16,000 の タ ン パ ク
を コ ー ドす る はず で あ る の で ､ こ の バ ン ドが OR Fl の産物 に 相 当す
る もの で あ る と考 え られ る . こ の タ ン パ ク は ､ b
' 断片 の な い pBR
322 ある い は 0 肝ILの 申 ほ どを 欠落 し た b
'
漸 片を 含む pBR322(p鮒
601)の ミ ニ セ ル 中 か ら は観 察 さ れ な い(5 la n e)｡ こ れ らの 実験 より ､
ー 6 7 -
p舶 101 に■よ り 付 加 さ れ た バ ン ドで あ る 分子 蚤17,500の も の が 多 分
OR FI によ り コ ー ド さ れ た もの で あ ろ う ｡ pMAIOlの 他 の 新 しく 生 じ た
バ ン ド は 14,500 と 20,0
■
00で あ っ た (3､ 4､ 5 la n e) ｡ OR FI夕 i,
バ ク 披 こ れ ら の う ち の 何 れ か だ が 1a n e5 申 の 欠落 実 験よ り後 者 の
も の と は考 え ら れ な い ｡ こ れ ら の バ ン ドに つ い て は 萌 在 の と こ ろ 不
明 で あ る ｡ な お ､ E. c oLi CSR603(γec且, a
-
v γA)に pNHlll とpF k896
を導 入 し た マ キ シ セ ル に お い て は 32℃ ､ 42 ℃ とも に 17K 付 近 の バ
ン ドが 非常 に 尊 い の で そ の 存 在 は断 定 し 難 い ｡ こ の こ と は 4-3節 に
示 し た Td iが γe cA 遺 伝子 で 発現 し な い こ と と 関係 が あ る か も知 れ
な い と 推定さ れ る(data n ot sho 州)｡
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確 認 詔 磯 5
9 2 500
6 6200
鵡5 00 0
3頂000
21 5 0 0
1鳴堵0 0
Tcr
)Ap
r
一 癖 内 ORF 丑Prote盲門
Fig. 4-4 Pr odu ctio n of pr otein pr obably co°ed by O 削
in E. c o乙i minic ells c o ntaining Tdi fr agment. E.
c oLi minicells containing v a r･io u s pla s mids w e r e
in cubated 帥ith[3 5s]m ethio nine at32℃or 41℃a nd
labeled pr oteins w e r e a n alyz ed in SDSpolya c ryla nide
gel ele ctr ophor e sis. La n e1, pBR322 at 32
o
C; 2,
pBr232 at 41℃; 3, pMAIOl叫hich c ontains the b'
fr agm e nt atpB設322P仇 .ⅠI site at32 ℃ ; 4} pMAIOlat
41℃ ; 5, pMA601which contain sthe b
'
fr agm ent 柑ith
the deletio n of c ente rpa rt of O癖s at 41℃ . The
n u mbe rs at the leftside sho帥 m Ole c ule r 肘eight of
sta nda rd pr oteins which migr ated to the indic ated
po sitions. 且p
r
, Tc
r
; pr otein s pr oduc ed fr o m the
ampicillin a nd the tetra cyclin e re sista nce gene s on
the vector pBP322(88) a r eindic ated by･ the arr ow s.
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4 - 5 Tdi発現 に おけるb
ク
ー断片の
欠落の効果
先 の 結果(4-4節)よ り ､ b' 断 片 が コ ー ドす る` タ ン パ ク は 0官F I に の
み 相 当す る よ う に 思 わ れ る ｡ 他 の 0肝 は 比較 的 小 さ い タ ン パ ク を コ
ー ドす る (78ア ミ ノ 酸 残基 以 下) ｡ さ ら に ､ い く つ か の 0 肝 は大 腸
菌 で は非常 に ま れ に し か 使 わ れ な い GUG 翻 訳 開始 コ ド ン か ら 始ま る
た め に ､ 翻 訳 さ れ る と は 非常 に 考え に く い ｡ b' 断片 の 5
' 末端 に 見 い
だ さ れ た Cbis equ e n c eと と も に 0即Ⅰ タ ン パ ク が Tdi に必 要 で あ
る 可 能性 を換謝 す る た め に ､ こ れ ら の 領域 を 含 む い ろ い ろ な 欠 落誘
導休 を伸製七 ､ 欠落 断片 の Td i の発現 を謝 べ た ｡
実 験 方法
pMAIOlをも と に し 常法 に よ り い く つ か の 御 限 酵 素消 化 と ア ガ ロ -
ス 電 気泳動 に より DN且断 片 を分 離 し 様 々 な 欠 落誘 導 体を 構築 し た ｡
方法 は第 1 章 に 記述 し た ｡ 価 々 の プ ラ ス ミ ド誘 導体 の 構築 は 以下 に
示 す‾｡
pMAIOl: こ の プ ラ ス ミ ド 披 b
'
漸 片全 体 を含 む ｡ pN Klll DNAを Av al
制限 酵素消 化 し ､ Kleno Hfr agn e nt で f il l in 後 Pv 比l I で切
断 す る ｡ こ の 断 片 を pB艮322の Pv uII 断 片 に 挿 入す る ｡
pMA20l･. pMAIOlを 恥 aI､ PvtLiI で制限 酵 素消 化 し s elf l igatio n
す る ｡
pMA302: p舶101を Hi)al､ Pv 比ⅠⅠ で 消化 し ､ b
'
の 248-786を含 む 断
片 を pBR322の Pv 比ⅠⅠ 部 位 に 挿入 す る ｡
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pM且401: pMAIOlを Hi)九Ⅰ と Fn 比DⅠⅠ で 消 化 し た (4ト630)｡ こ の 断
片 は 0 即l の - 35領 域を欠 落す る た め 20-40位 に 相当す る 部分
とPv uII 部位 を加 え た ｡ 合成 オ 7) ゴ D 舶(18m e r5
'
cTGAGGG TGAGA
AAA GCC3
'
;17m e r-､ 5
'
GCT TTTCT CACCCT CAG3
'
) を上記漸 片に 1 iEa-
tio n し た ｡ 得 ら れ た 漸片 は pBR32 の Fv7Lll部 位 に 挿入 し た ｡
pMA411:b
'
断 片 を Fn 比DIl で油化 し Av aI 部 位を Ele now fr agment
で fi ll in し pt柑322の Pv 比ⅠⅠ 部 位 に 挿入 し た ｡
pMA501: pFIAIOlを BamnI と 軸aI で 制限酵 素消化 し b
'
の 248-7 86
に 相 当す る 断 片 と pMA401の Hi)aト8a れHI 断片(b
'
の25-247に
相 当) を1igatio n し た ｡
pMA601: b
'
断 片 を DdeI で制限酵 素消化 し ､ ト150と 305-786 に 相
当 す る 2 つ の 断片 を DdeI で Iigatio n し た o さ ら に ･､ 末 端を
E leno帥 fr agm e nt で fil l in し pBR322 の Pv uII部 位に 挿入
し た ｡
pHA801: pM A501 を PvuT I で制限 酵素消 化 し ､ 25-786に 相 当す る 断
片 を単 離 し ､ pMAIOlを HPaI で消化 し た も の と 1igation した ｡
結 果
結果 を Fig. 4- 5 と T
■
able 4-3 に 示 し た ｡ pMA201 は0 肝の 半分
と テ イ ル 領 域を 欠落 し た も の で あ る が Chisequ e nce は そ の ま ま で
あ る ｡ pMA302 は0 肝Ⅰの 半分 と Chis equ e n c eを欠薄 し た も の で あ
る ｡ pMA401 はb
' 断 片 の テ イ ル 領域 と Ch is eqtl e n Ce を含 む 領域 を
欠薄 さ せ た もの で あ る ｡ な お pM且401は 0肝1の -3 5領域 を含 ん で い
る ｡ pMA411は b
'
の テ イ ル 領域 を 失 っ た も の で あ る ｡ ･-I- 方 ､ pMA501
は b
'
断片 の Chi r egio n の み を 欠束 した も の で あ る o こ こ で の 2,隻
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12引
Fig. 4-5 Illu str atio n of v a rio u splasmids u s ed in Table
4-3. b2, the latte r halfof O肝I a nd the tail
r egio n; b3, the first halfof
l
oRFT a nd Chi( Ⅹ )
r egion; b4, 0 肝s r egio n a nd -35 r egion (25-40) of
O 肝Ⅰ; b5, Chi a nd ORFs r egio n; bム, the b4 fragme nt
a nd tailr egio n; b7, the b
'
fragme nt which deleted
the c e nter pa rt of OPFs r egio n(15ト304 bp). The
nu mbe r sho w s the first ba s e of cleavage by
r estrictio n e n zym e s(e x c ept fo r1 a nd 25).
塩基対 の 欠 失 は ORF Iの - 35 領 域 の 機 能 に 影響 す る か も しれ な い .
しか し な が ら別 の 実 験 で T di括性 に -3 5s equ enc e と OP FI で よく
機 能 する こ とを示 し た ｡ そ れ 故 ､ bbを 逆方 向 に し た 場 合で も ･､ b
'
漸
片 の 5
'
側 に C hi領 域 が 存 在 し允 時 ､ Td i活 性 は発 萌 し た(data n ot
sho 叫n) ｡
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Table 4-3
Tdia ctivity of v a rio u sb
'
derivativ es
pla s mid po rtio n of the b
'
fr a卵 e nt r e m aining lo s s of pla s mid
in the pla s mid 32
.
C 4l
.
C
pMA101
pMA201
pMA302
pHA401
p舶411
p鵬501
pnA601
pMA801
1-786(b
'
)
ト247(b3)
248-786(bz)
25-630 (h4)
1-630(b5)
25-786 (bb)
1-150＋305 7 86(b?)
1-247＋ 25-786(b3＋bも)
0.Ooi 9.0駕
0.0 0.9
0.0 0.0
0.0 0.8
0.0 1.7
0.0 3.0
0.0 0.4
1.7 98.6
pM且601 は0即Ⅰ の 申 ほ どを欠落 して い る が ､ C his eque n ce と テ
イ ル 領 域 は そ の ま ま で あ る ｡ こ れ ら の 読 導捧 の 発現実験 か ら は T di
の 発現 に は Chis equ e nce を含 む 領域 ､ 0 肝Ⅰ､ あ る い は テ イ )i/領 域
を含 む い ずれ の 欠 落 に よ っ て も Tdi括 牲を 失 っ て しま う こ とを 示 し
た ｡ 注 目す べ き こ と は ､ pMA801 で こ れ は Chiを欠落 した bbと ､ 2 5
-247 塩基対の 領 域 をオ ー バ ー ラ ッ プ し た Chi領域を 含む b3か ら な
る o Table 4-3 に 示 し た よ う に こ の キ メ ラ Td i遺伝子 はChiと 0官F I
の 間 が よ り 長 い が ､ 本 来 の Td iプ ラ ス ミ ド･(pMAIOl) と同様 な 生理
活性 を示 した ｡
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4 - 6 0RFI の部位特異的変異
b7 ､ b3 ､ bヱ断片 は 0肝Ⅰ だ け で なく ､ b' の 他 の ORFs も欠 失 す る o
Tdi発現 に ORF lが 重 要 で あ る 決 定的 な 証拠 を 得 る た め に ､ 436位 と
437位 の 間 に フ レ ー ム シ フ ト を起 こ し た 誘導 体 を作 製 し た ｡
こ の 変異 は ､ b
'
に あ る 他 の OR Fs の ど れ も影 響 は な い が ､ O RFI で
は読粋 が フ レ ー ム シ フ トを 起 こ す ｡ こ の 位 置 に 核 酸 の C(シ ト シ ン)
を挿入 す る こ と に よ り新 し い Ec oRI御 限酵 素 の サ イ ト が 新 た に 生 ず
る ｡ そ れ故 に ､ 意 図 し た よ う な部 位 特異 的 変異 を確認 す る こ と が 可
能 で あ る ｡
実 験 方 法
部位 特異 的変異 の 方法 はMo rina
.
ga ら(89)の 方 法 に 従 っ た o hete r o
duple x は PstI 制 限 酵 素消 化 し た pMAIOl- と Pv 比ⅠⅠ 制 限辞 素 消化
し た pBR322を用 い て 熟 変 性 と ア ニ ー 7) ン グ す る こ と に よ り 作 製 し
た
｡ 合成 オ リ ゴ マ - 5'G CAC 舶A ATCC GA且TT CGT TAGC3' は 0肝Ⅰの フ レ
ー ム シ フ ト 変異 を起 こ さ せ る よう に 436位 と437位 の 間 に C を挿 入
す る た め に 使用 し た ｡ 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は新 し い Ec oR Iの サ イ ト
を作 る の で (432 か ら437の 位置 GAATTG は GATTC} に な る)､ 変 異
し た プ ラ ス ミ ドを だc oPI制 限酵 素消化 に よ り 選 択 し た ｡ 得 ら れ た プ
ラ ス ミ ドを pKA4102 と名 付 け ､ Td i活性 を鋼 べ た ｡ Tdi活性 の 潮定
は第 1 章 に 示 し た 方 法 に よ り 行 っ た ｡
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結 果
pEA4102 は32
o
C で 0.3 %､ 4 1 ℃で 1.0 %の プ ラ ス ミ ド脱落と 非常
に 安 定 で あ っ た ｡ 前節 (4-5 節) で 得 ら れ た 結果 と 合わ せ ､ . こ れ ら
の 結 果 よ り T di活 性発 現 に は ORF I産物 が 必要 で あ る こ とが 確 立 さ
れ た ｡
4 - 7 プラス ミ ド脱落中における
Tdiプラ ス ミ ドの可能を中間体の検討
pBF2322な ど の プ ラ ス ミ ド脱落 に は マ ル チ マ - (n ultim er) 形 成が
関 係あ る と い う 報 告 が あ る(35)｡ も し こ の Tdiもま た プ ラ ス ミ ド
脱 落 の 機構 と し て 適用 で き る な ら ､ b
'
や fI断片 に よ り m ul tim e r藤
生 を促 進 し て い る か も し れ な い ｡ こ の 可 能性を換 謝す る た め に Tdi
プ ラ ス ミ ド脱 落 中 の 中間体 を得 る こ とを目 的 と し た ｡ pMAIOlを含 む
大腸菌 培養液 は い ろ い ろ な 時間 で [3 Zp] T) ン 酸で パ ル ス ラ ベ ル し
ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気泳 動で 分 析 し た ｡
実 験 方 法
c c cと o c 塑 プ ラ ス ミ ド DNA の同定 ･. プ ラ ス ミ ド (pM且101) DN且
は32℃ と41℃ で40時 間培養 し た も の を Birnboim a nd ロoly 法 (1･-2
節)で 単離 した ｡ こ れ ら の DNAは 0.85
oi ア ガ u - ス ゲ ル を用 い 2.5
ねrs lOOV で Tris bo rate EDTA(TEE) 緩衝液 中で 電気泳動 し た ｡
covalently clo s ed circ ula
･
r(c c c) 型は Super c oilplas mid ladde r
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Fig｡ 4-6 La ck of 服 叫 interm ediate fo r m atio ndu ring the
lo s s of p鵬101｡
a) Ce11s 舵re gr own fo r va rio u speriod at32℃or at
41℃and pulse labeled 帖ith[3 Zp] o rthophosphate for
o ne hou r a nd plasrnids 帥e r eis olated as des c ribed in
Mate rials a nd Methods ｡ Lahe 1 to4, a nd ユar)e 5to 8
indicate plas mid DN且 is olated fr o m the cel一.s
inc ubated at32℃and41 ℃, r e spe ctiv ely. Inc ubation
pe riods 帥er e a Sfollo 糾S: la ne 1 a nd5, 12hr s; la n e2
and6, 15hrs;1a n e3 a nd7, 18hrs; la n e4 and8, 21
hr s.
b) Cells 叫e r einc ubated at32℃ or at 41℃ f()r
v a rio u stim e s a nd plas mids 叫e r ePurified a nd a n alyz ed
by 0.85% aga r o s egel ele ctr opbo r e si at40V fo r 18
hr s in TBE. Bands of pla s mid DNA in the gel 切er e
stain ed 榊ithethidium br o mide. La n e3to 6, a nd la n e
7 to 10indic ate pla s mid DNA isolated fr o mthe c ells
in cubated at32 ℃a nd41℃, r espe ctiv ely. i,a n e1,
c c cDNAm a rke r; la n e2, ) HindliI; IncubatiorlPe riods
岬 re a Sfollo w s: la n e3 a nd7, 12hr s; la n e4 a nd8,
15br s; la n e5 a nd9, 18hrs; 1ane 6 a nd10, 21hrs.
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Re s e arch Labo rato rie s)と 移 動度 を比較 し た ｡
cir c t11a r 型 披 い ろ い ろ な 分 子 蚤 の o c 型 を Ne 比γO Si)o γa
n u cle a s e(90)で 作製 し 移動 度 を比 較 し た ｡
Ope n
C r a S S a
プ ラ ス ミ ド D NA のパ ル ス ラ ベ ル 反応 : E. c oLi 20S O/pM AIOl は
32 ℃ と41 ℃で 5ml の T SB中 い ろ い ろ な 時 間培 養 さ せ た ｡ 50jLl 〔の
各 培養 液 は新 鮮 な 5ml の培地(91) (0.1M ･ Tris ･HC l(p耶 .5) ､ 0. 0 2
” NH4C l､ 0.002M MgS O4､ 1×10
q 5H FeC 13､ 1×10
- 4M ECl､ 0.1 完 グ
ル コ ー ス ､ 10 jLg/ml チ ア ミン ､ 0･.2% depho sphated nutrie nt
br oth と0.1完depho sphated c as a min o a cid)に 接 種 し た ｡ そ し て32
℃ と41℃ で そ れ ぞ れ2 時 間イ ン キ エ ペ - 卜 し た ｡ Optic al de n si ty
(OD) 540n m古まそ れ か ら 0.5 に 鋼製 し ､ 同 じ培 地 に 3 2p ラ ベ ル 正 7)
ン 酸(Ca r rie r fr e eOrthopho sphate ､ 1mCi/ml Am e r sha m) を50/1Ci
/ml にな る よう に 添加 し た ｡ 各培 地 は 32℃ と 41 ℃で1 時 間イ ン キ ュ
べ - 卜 した ｡ 細 胞 は 3,000g 15分間 の 遠 心 に よ り 集 め ､ Bir nboim 良
Doly法(18)に よ り 精 製 し た ｡
結 果
F ig. 4-6a に 示 し た よう に パ ル ス ラ ベ ル し た プ ラ ス ミ ド は 41
o
C
(5-8 la n e) に お い て 徐 々 に 減少 し た が ､ こ れ ら の 減 少 は32 ℃(ト4
la n e)で は 見 ら れ な か っ た ｡ プ ラ ス ミ ド DNA絞董 に お け る 実 験 で は
41
'
c も 32 ℃もイ ン キ エ ペ - ト時 間 を様 々 に 変 え DN且を 単離 し ア ガ
ロ - ス 電気 泳動 に 付 し た ｡ DN A は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 し
Fig. 4- 6b に示す 結果 と な っ た ｡ D詞且 プ ラ ス ミ ド の す ベ て の 塑 (7-
10lane)は と も に41℃ で は 減少 す る が32℃ (3-6 la n e) で は 一 定 に
保 た れ て い る ｡ こ れ ら の 結果 か ら は特 別 な 中間 体( 例え ばm ultimer ､
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ま た は a c c u n ulated) は41℃ に お け る プ ラ ス ミ ド の 脱落 中 に は見 ら
れ な か っ た ｡ こ の プ ラ ス ミ ド の す べ て の 型 は同 じ よう に 減少 し て い
く よう で あ る ｡ こ れ ら の い ろ い ろ な塑 は c cc モ ノ マ ー (B).､ o c モ
ノ マ ー (ド)､ c c cダ イ マ - (E)､ o c ダ イ マ - (A)で あ る . 他 の 残り の
バ ン ドの 型 は こ の 時点 で は 不 明で あ る ｡
4 - 8 電子顕微鏡 による
Tdiプラ ス ミ ド中間体の検討
前節(4-7)と 同 じ 目的 で Td iプ ラ ス ミ ド中間体を電子 顕倣鏡 に よ
り検 討 する ｡
実 験 方 法
プ ラ ス ミ ド DNA は32
o
C あ る い は42 ℃で 一 晩 5ml T SB申で 培 養 し
た も の を ア ル カ リ 略 解法(18)に より抽 出 し た(ト2節 と同 じ) ｡
電子 顕徽 錬 の 捷 換 方法 : DN且 試料 は Kleinschmid t(92) の 方法 に よ
る タ ン パ ク 輩単 層法 に よ る 下 相 (by popha s e)に 拡散さ せ た ｡ 試 料 は
更 に 銅 グリ ッ ド(300m e sh) 上 に 乗せ ､ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し乾燥後 ､
プ ラ チ ナ : パ ラ ジ ウ ム (80: 20)で ロ ー タ リ ー シ ャ ド ー し た . 電子 顕
徽鏡(Phil ips 200)は 60KV で竣接 し ､ 写 真 は 3× 4 in ch のプ レ ー
ト フ イ ル ム に よ り 撮影 し ､ 2,160line s/m m の 標準 グリ ッ ドに よ り
拡大 率 の 測 定を 行 っ た ｡ DN且鎖 長 は手 動 ペ ン に よ り 距離を自動 的 に
珊定 し た(B io qua ntII､ E IPAD⑧ Digi tiz er､ IByl)｡ プ ラ ス ミ ド E5
- 7 9 -
二7 DNA (6.8Kbp) (93)と pBR322DNAを鎖 長 潮定 の 内部 標 準 と し た ｡
結 果
Fig. 4-7 と Tab le 4-4 に 示 す ｡ 円 断 片 の あ る pF K896 はコ ン ト
ロ ー ル の pBR32 プ ラ ス ミ ドに 対 し ､ mult im e rの 頻 度 は有 意 に 高 く
な っ た ｡ し か し な が ら ､ b
' 噺 片 の あ る pN好111に 対 し て 辻 m ultim e r
Table 4-4
Fr equ e n cy of pla s midm ultim e r sha ving the H fr agm e nt o rthe b
'
fr agm e nt
Pla s midin 20SOa Frequ e n cy of m ultim e r s(% of total)
te nlp Din e r Trim e r Tetr a m e r Total
or m o re s a mples
pF鴨96 42 ℃
32 ℃
pNKll1 42℃
32 ℃
pBR322 42
.
Cc
32℃
26.0 6.3
26.5 3.8
8.8 0.8
13.2 0.5
3.1 127
1.5 132b
0.0 249
0.0 211
7.8 3.9 0.0 102
a Allpla s nlid DNAs 糾e r e e xtr a ctedby alkalin elysis of o v e rnightc ultur e
(18) a nd e x a min ed tlnde rthe ele ctr o n mic r o s c ope.
b Thr e epla s mids M e r e s m alle rtha n m o n orn e r(halfsiz e of m o n o m e r).
c Pla s nid. siz e w a s n ot dete r min ed at42 ℃, but gel ele ctropho r e sis of
pB官322for m ed at 42
'
c indic ates that the siz eis appr o xim ately the
s a m e a sthos efo r m ed at32
.
C .
- 80
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Fig. 4-7 Electr o n mic r ogr aph ofpFK896. This photogr aph
sho w s r epr e s e ntative DN且m ole c ule s of at le ast thr e e
differe nt sizes. A and ちr epr e sent cir c ular m o n ornes
of13.4Ebp (8.3Mdal); C a nd D, din e r s; E, pe nta mer.
Tw o clos ed cir c ula r m ole c ule s of m o n o m e ric siz e a r e
indic ated by the a r r o 恥S. Inset: an ope n circula r
nlOle c ule of6.8 Kbp DNA(F) us ed a sthe siz e m a rke r.
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額度 は コ y.ト ロ ー ル と 蒼 は ほ と ん ど な か っ た ｡ ま た ､ こ れ ら の プ ラ
ス ミ ド の どれ に お い て も m ul七im e r形 成 に お け る 温 度 の 影響 を検 出
す る こ と が で き な か っ た ｡
4 - 9 考 察
第1章 で Rtsl プ ラ ス ミ ド の Td i発 現 に は b
'
断片 が 必 要 で あ る
こ と を同 定 し た ｡ 核 酸 の 塩 基 配 列 と そ れ に 伴う 実 験 よ り ､ b' 断片 の
3 つ の 部分 が Tdi 発現 に 必 要で あ っ た ｡ ま ず最 初 は ､ Chis equ e r) c e
を含 む領 域 (b
'
の 5
'
末端 桝 ､ ト24位)で こ の 領域 を 含 む 欠失 は Td i
活 性を失 っ
'
た ｡ そ れ故 pMA501 はTd i活性 が な か っ た ｡ 第 2 に 約17只
の タ ン パ ク を コ ー ドする ope n r ead ing fr a m eI(ORFI) が 必 須 で あ
る ｡ 0 肝Ⅰ のま ん 中 に お け る 変異 (15 ト304 位 を欠 失ま た は 436 と
437位聞 に C(シ ト シ ン) を挿 入) は結果 と,し て Tdi 活 性を失 っ た ｡
Td i におけ る b
'
の 第 3 の 部 位 は テ イ ル 領 域 (631-7 86 位)で あ っ た .
プ ラ ス ミ ド保 持 の 機 構 の 研 究 を検 索 す る と ､ プ ラ ス ミ ドの 安定 保
持 の 機構 に は 2 つ の 範 噂 (c atego rie s) が あ る ｡ 1 つ は ス トリ ン ジ
ェ ン ト (stringe nt)型 の プ ラ ス ミ ド に つ い て の 機 構 で ､ もう 1 つ は
マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ドの そ れ で あ る ｡ ス トリ ン ジ ェ ン ト 型 の プ ラ
ス ミ ドの 安定 性機 構 は パ ー テ ィ シ ョ ン (pa rti tio n) 部 位 (29, 36,
38, 94, 99) を含 む ｡ 一 方 ､ マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ･ド の 脱落 の 一 般
的 な 仮説 は マ ル チ メ リ ッ ク 分子 の レ ゾ リ ュ - シ ョ ン (r e s olutio n)
の 欠 除 (27, 35, 9 5) で あ る と 考 え られ て い る ｡ ま た 0 肝Ⅰ が ts -
r e s olv ase の 可 能性 も あ る o OR
,
FIタ ン パ ク 質 の 2 次構 造 を ア ミ ノ 酸
配 列 か ら コ ン ピ ュ ー タ シ ミ ュ レ † シ ョ ン(96, 97) をし た と こ ろ Tn3
- 8 2 -
r esolv a s e(98)と似 て い る 構造 が 存在 し た ｡ F ig. 4- 8 に 示 し たよ う
に Tn3 res olv a se はC末 端 か ら α - helix ､ β - stγ比Ct比γe､ α 一九eLix､
β - stγu ct比γe､ γa ndo 仇 C Oi乙､
coiL､ α - 九eLix､ β - tu γ孔､
- tl上γn 等 と な っ て い る ｡
tu r n後 は ､ β - stγu ctl上γe､
α
- heLix ､ β - stγ比Ctu γe､
監:迦吐吐､ 旦 迦 隻､ ,Y17Li49in
β - str 比■ct比γe ､ α 一 九etix､ β - strtlCture､
こ れ に 対 し ､ 0珪FTは C末 端棚最初 の β -
α
- he乙ix+ β - str u ctl上γe､ γa ndo 放 C Oi乙､
γa ndo机 C Oil､
r a ndo m c oiL､ β - stγu ctu r e､ α 一 九eLix､
β - str u ctur e､ 旦 迦 ､
β - 七u γれ 等 と な っ て い る
(下 線部 は出現 慣序 中 一 致 し た構造 を示す)｡ そ れ 故 に 各 2次構 造 の
出現闇 序 は ORF Iと Tn3 res olv a s eの C 末端榔 の 半分 と ほ ぼ 同 一
と 考 え ら れ る ｡ こ の こ と よ り Td i の機構 の 可 能性 を次 の よ う に 考 え
る こ と も で き る ｡ Cb is equ e n ce に よ り誘 導さ れ た mul timer は正常
(32 ℃) に は r e s olv a s eに よ り 分割さ れ る が ､ 一 方 42 ℃に お い て ､
0 肝Ⅰ は産 生 は す る が (Fi£ . 4- 4) 不活 性で あ る の で い っ た ん で き た
multim e rは分割 さ れ ず に 娘細胞 の ど ち らか に し か 移行 で き ず ､ よ っ
て プ ラ ス ミ ド フ 7) - の 娘 細胞 が 生 ず る ｡ こ の こ と は第 1葦 で 述 べ た ､
プ ラ ス ミ ド脱落 は突 然 に 起 こ る(第 1章 ､ ト4) と い う こ と に もうま
く説 明 で き る ｡ し か し な が ら ､ 0肝Ⅰ が ts r e s olv ase でTdi脱落 の
機構 を説 明す る こ と は現 段階 で は難 し い ｡ な ぜ な ら ､ Ch is equ e n c e
に よ る と 考 え ら れ る multim e rが 本章 4-7､ 4-8 節 で 示 し た よう に
検 出 さ れ な い か らで あ る (Fig. 4- 6､ Fig. 4-7､ ■Tab le 4-4)｡ 注目
す べ き こ と は ､ Rtsl (stringe nt type pla s mid) を海とす る Tdi の
断 片 は r ela xed ty pe plas mid(PBI?322) だ け で なくstringe nt ty pe
pla s mid(pSCIO5) に も安 定保持 に 対 し て negativ e に 作用 す る こ と
(60)で あ る ｡
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Fig. 4-8 Co mpa rison of predicted s e conda ry stru ctur e s of
Tn3 r esolvase (98) and the protein c oded fo rby the
O 肝I of the b
'
fr agrn e nt. Se c o nda ry stru cLu r e s 帥e r e
pr edicted by a c o mptlte rPr ogr a m, using the rules of
Cho u and Fa s m an (96, 97). The single lette r c ode
de sign atioflS a r e a S follo 叫S: R, arginin e; ”,
histidine; E, 1ysin e; D, a spart主c a cid; E, gluta mic
acid.
b' に よ る Td i発 現 に お け る 機 構 は全く 新 し い こ と が らを含有 す る
か も し れ な い の で そ れ 故 今 の と こ ろ不 明 で あ る ｡ ORF Iが コ ー ドす る
も の が あ る 酵 素 で41℃ で 活 性 が あり32 ℃で な い と い う 可 能性 も あ る ｡
こ の 酵 素 は プ ラ ス ミ ド脱 落 に 関 し て 必須 で あ る の か も しれ な い ｡ そ
れ故 ､ こ の 部 位 の 欠央 は Tdi活 性 の 欠落 を結 果 と し て 起こ す ｡ b
'
を
含 む プ ラ ス ミ ド の 脱落 が 新 し い 機 構 に よ る も の で あ る 可 能性 は41℃
に お い て マ ル チ マ - 型 の プ ラ ス ミ ドが 観 察 さ れ なか っ た こ と で 強 め
ら れ る (Fig. 4- 6, 4- 7, Tab le 4-4) ｡ 文献 を鋼 ベ た 限りで は ､ プ
ラ ス ミ ド の 不安定性 に 必要 な酵 素 は1 つ も報 告さ れて い な い o そ れ
に 対 し ､ プ ラ ス ミ ド の 安定 性 に 閲 し ､ い く つ か の プ ラ ス ミ ド (27,
29, 35, 36, 38, 94, 99) や 宿 主菌 (95) の 遺 伝子が 報告 さ れ て い
る ｡ そ れ 故 に ､ も し ､ 0記F I によ り コ ー ドさ れ る酵 素が41℃ で 活性 で
b
' を 含む プ ラ ス ミ ド の 脱落 に 必 要 で あ る の な ら ､ プ ラ ス ミ ド の 安 定
右耳関 す る ユ ニ ー ク な 例 と 考え ら れ る ｡ 更 に ､ b
' を 含む プ ラ ス ミ ド の
脱 落 は Re cA 経 路 で あ り 官e cBC D経絡 で は な い ｡ も し Ch i領域(C hi
s equ e n c e) が こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の 脱 落 に 関係 あ る の な ら ば ､ こ の
例 は Re cB でな く Pe cA の み 依 存性 で あ り Chi機 能 と して は ユ ニ ー
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ク で あ る だ ろ う ｡ 鮎 cAタ ン パ ク が 必要 で あ る こ と は ､ 高温 度 に お け
る SOS誘 導 に 必 要 で あ る 可 能 性 も あ る ｡ こ の よ う な 可 能 性 に つ い て
Le xA 非 議導 変異 を使 用 し試 験 す る の も1 つ の 方 法 で あ ろう ｡ プ ラ
ス ミ ド不 安定性 が Re cBCD 依存 で なく た だ Re cA 依 存 性 で あ る と い
う た だ 1 つ の 例 は近 年 ､ 報 告 さ れ た (100)｡ Rtsl の Tdi発 現 と 同
様 に し て ､ こ の プ ラ ス ミ ド(CoIV2･-K94) の
一
ぁ る 領 域 は 明 ら か に プ ラ
ス ミ ド の 凝滞 に 重 要 で あ る ｡
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総 括
本研究 で は ､ 種 々 の 温度 感受 性表現 型 の 性質 を持 つ プ ラ ス ミ ド ､
Rtslの 機 構を 分子 生物 学 的方法 を摺も.
､ て 検討 して き た ｡ 主 に 温 度依
存 性 プ ラ ス ミ ド脱 落(T di) と温 度感受 性 宿主 生長(Tsg) の 2 つ の 表
現型 に つ い て 研究 し ､ そ れ ぞ れ の 温度依 存性 表現型 を支配す る と考
え ら れ る DNA 断片 を 同定 し た ｡ ま た ､ Td ほ つ い て は更 に そ の 犠構
の 一 端を 明 ら か に し て き た が ､ 同 時 に DNA塩 基配 列決 定法 に つ い て
の 新知 見 を得 た ｡ 本研 究 の ま と めを 引 下 に 要 約 した ｡
1) E tsl の Tdiを起 こ す DN且断 片 辻 9.1 旺b(5.6,Mdal) 8anBT
断片 で rela x ed ty pe(pBP322)の み な ら ず stringeDt ty pe(pSCIO5)
に 挿 入 し て も42℃ で 不 安定 で32 ℃で 安定 で あ る 性質 を示 した o こ q)
断 片 の 制限 酵 素地図 を 作製 し ､ 種 々 の 小 断片 を組 み 合 わ せ て 検討 す
る と 0.8 Kb(0,5 Mdal)の 断 片 が Td i に必要 で あ る こ と が 確か め ら
れ た ｡ Td i に よ るプ ラ ス ミ ド の 脱 落 は n ul tic op y plasmid によ る 実
験 で 徐 々 に で は なく 突 然起 こ る こ と が 観 察 さ れた ｡
2) Ptsl の Tsg 表現 型 に つ い て は ､ カ ナ マ イ シ ン 耐性 の Sa己Ⅰ断
片(3.65Kb) をpU C19 やpBR322に傭人 し た ｡ こ れ らの キメ ラ プ ラ
ス ミ ドを持 つ 大 腸菌 は Tsgの 性 質を示 し たL｡ ま た ､ こ の 断片 の ベ ク
タ ー へ
■
の 方 向性 は Tsg表現 型 に 影響 し な か っ た . な お ､ 本漸 片 の 欄
間 酵素 地図 を作 製 し た ｡
3) Td i DN Aの 塩基 配 列 解 析中 ､ G ATC 塩基 配列 に お い て ､ メ チ ル
化 ア デ ニ ン を 含 む DNAと 水 酸化 ナ ト リ ウ ム に よ る 開裂反応 は非メ チ
ル 化 ア デ ニ ン の 反応 に 比 べ て か なり 減 じ ら れ る こ と を見 い だ し た ｡
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そ こ で 且>C関空 反応 に お け る 弱 い バ ン ド は メ チ ル ア デ ニ ン で あ る こ
と が 示 さ れ ､ ま た そ の 検 出 に も用 い る こ と が で き る こ と を 示 し た ｡
メ チ ル ア デ ニ ン に 対 応 する 弱 い バ ン ド は同 じ DN A の Sa nge r 法 に よ
り 確 藷 し ､ 更 に 相 補 鎖 の Ma x a m- G ilbe rt法 に よ っ て 確 か め た ｡ こ れ
ら の 反 応 は da 択 (DN A アデ ニ ン メ チ ラ ー ゼ) を 有 する 大 腸菌 と 保
持 し な い 大腸 菌 で そ れ ぞ れ 複 製 さ れ た プ チ ス ミ ドを用 い て 検 討 し た ｡
4 ) Tdi を起 こ す R tsl 断片(786bp)を DN且 塩基 配列 決 定す る と
い く つ か の open re ad ing fr a m e sが 見 い だ さ れ ､ そ の 内 の 1 つ は
16 K のタ ン パ ク を コ ー ドし て い た ｡ こ の タ ン パ ク は こ の 断 片を 持 つ
大 腸菌 の ミ ニ セ ル の 実 験 で 確 か め られ た ｡ さ ら に こ の ope n r ead -
ing fr a m eの 112塩 基 前方 に は 一 般 に r e c o mbin ation に お け る シ
グ ナ ル と考 え ら れ る Ch is equ e n c eが 存 在 し た ｡ Td i によ る プ ラ ス
ミ ド脱落 は ､ 宿主 大腸 菌 の γe cA 遺伝 子 を必 要 と す る が RecB 依 存
性 で は な か っ た ｡ い ろ い ろ な 欠 落断 片誘 導 休 を作 製 し て Td i活 性 杏
珊 べ た と こ ろ 3 つ の 領 域 [Chis edu e n c eを 含 む 領域(1 - 24),I O RFs
(25- 546)､ tai l領 域 (631- 786)] が そ の 発 現 に 必 要で あ っ た ｡
部位特異 的変異 に よ る 実 験 に よ り ､ Tdi発 現 に OR FI が必 要 で あ る
こ と を確 立 し た ｡
以 上 の よ う に し て Ptsl プ ラ ス ミ ドの Tsg と Td iを支 配す る 遺
伝 子を そ れ ぞ れ 同 定 し ､ Td i につ い て は I)NA塩 基配 列 と そ れ に 関 連
し た 換討 を行 っ た ｡ こ の 控プ ラ ス ミ ド の 持 つ 温度 依 存性 の 機構 は 複
雑 で 一 部 の 辛 が か り し か 得 ら れ な か っ た が ､ 一 般 の プ ラ ス ミ ド の 渚
性 蛍 の う ち例 え ば ､ 脱 落 の 械 構 を 知 る 上 で の 解 明 の - ･ 一 端 を 担 う の に
寄 与 す る と 考え る ｡
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掲載雑誌日銀
第1章 の 内容 は Pla s midv ol.13 p p.88-98 (1985)に 下 記 表題 で 掲
載 さ れ た もの で あ る ｡
Ide nti fic atio n of a n 官tsI DN 且 fr agm ent confer ring
te mpe r ature - depe nde nt in stabi li ty to v e ctor pla s mids .
第 2 章 の 内容 は Bio chem . Biophys . Re s. Co m m. ∇ol. 142 pp.1084
-1088(1987) に 下 記 の 黄海 で 掲 載 さ れ た も の で あ る o
ldenti ficatio n of the R tsI DNA fr agment r espons
'
Lble fo r
te mpe r ature s e n si tiv e gro帥th of ho st c el ls harbo ring a drug
r e sista n c efa cto r Rtsl.
第 3 章 の 内容 はNu cleic Acids Re s e a r ch v ol.13(21) p p.7639-7 645
(1985) に 下 記 の 表 題 で 掲 載 さ れ た も の で あ る ｡
Redu c ed cle a v age by s od iu mhydr oxi de of m ethyladenin e in
DN As equ e n cing.
寮 4 章 の 内 容 の 一 部 は J. Ba cteriol. vol. 1 70p p. 1175-1182
(1988) に 下 記 表題 で 掲 載 さ れ た も の で あ る ｡
Nu cle otide seqtle n C e Of an 官tsl fragm ent c ausing te mpera
･-
tu re depende nt instab ili ty .
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